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Uber Oxydationsfermente aus héheren Pflanzen 1 


II. Zur Kenntnis von Lipoxydase und ,,Lipodehydrase“ 
und ihrer Beziehungen zueinander 


Von 


Wilhelm Franke und Helmut Frehse 


Aus dem Institut fiir Girungswissenschaft und Enzymchemie der Universitit Kéln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1954) 


Zwei Fermenttypen sind fiir den primiaren oxydativen Angriff auf 
das Fettsiuremolekiil in héheren Pflanzen, insbesondere deren Samen, 
bekannt: Lipoxydase und Fettsauredehydrase. Die Lipoxydase™ °, 
die mehrfach ungesittigte Fettsiuren vom Typus der Linol- und Linolen- 
siure unter Umlagerung und O,-Anlagerung in konjugierte Dienhydro- 
peroxyde iiberfiihrt, kommt nach den bisher vorliegenden Literatur- 
angaben im Pflanzenreich offenbar ziemlich sporadisch vor: lediglich fiir 
Leguminosen, Solanaceen, Labiaten und — in eigenen Untersuchungen® 
— Gramineen ist eine etwas weitere Verbreitung nachgewiesen worden? ; 
ausgesprochene Olsamen (u. a. Ricinus, Mandel, Lein und Sonnenblume) 
wurden von Strain‘ lipoxydasenegativ befunden. Obwohl die Lipoxy- 
dase, besonders der Sojabohne, in den letzten 10—15 Jahren recht einge- 
hend untersucht worden ist, schlie8t auch die neueste Monographie des 
Ferments (1951) von Holman und Bergstrém”, denen man die Rein- 
darstellung und die Aufkliérung des Chemismus der Fermentreaktion 
verdankt, noch mit der Feststellung: ,,The role of lipoxidase in the 
metabolism is unknown.“ Uber pflanzliche Fettsiuredehydrasen 
existieren iiberhaupt nur ein paar kurze Mitteilungen. Grande® berich- 
tete 1934 aus dem Thunbergschen Institut erstmalig iiber Ferment- 
extrakte — namentlich aus den Samen von Agrostemma (Kornrade), 
Papaver (Mohn) und Amaranthus (Fuchsschwanz) —, die Palmitin- und 


1 T. Mitt. (Zur Kenntnis der Glycolico-dehydrase): W. Franke u. I. Schulz, 
Liebigs Ann. Chem. 578, 147 [1952]. 

2 Neuere Zusammenfassungen :!a) S. Bergstrém u. R. T. Holman, Advances 
in Enzymol. 8, 425 [1948]; b) W. Franke, Ergebn. Enzymforsch. 12, 89 [1951]; 
c) R. T. Holman u. 8. Bergstrém in Sumner-Myrback, The Enzymes II, 559 
(New York 1951). 

3 W. Franke u. H. Frehse, diese Z. 295, 333 [1953]. 

4H. H. Strain, J. Amer. chem. Soc. 68, 3542 (1941);' Acta phytochim. 15, 9 
[1949]. 

5 H. Siillmann, Helv. chim. Acta 26, 2253 [1943]; Experientia [Basel] 1, 
323 [1945]. 

6 F, Grande, Skand. Arch. Physiol. 60 (Suppl.), 189 [1934]. 
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2 Wilhelm Franke und Helmut Frehse, Bd. 298 (1954) 


Stearinsdéure mit Acceptorfarbstoffen zu dehydrieren vermochten. Etwas 
spiter wies Zeller? in Kiirbis-Samen Dehydrierung der beiden gesattig- 
ten Fettsiuren wie auch der Olsiure mittels der Thunberg -Methodik 
nach und Yosii® fand 1937 Stearinsiuredehydrierung bei Soja und 
einigen anderen Leguminosen. Die Dehydrierbarkeit mehrfach unge- 
sittigter Fettsaéuren ist entweder nicht untersucht oder (wie von Zeller) 
vermiBt worden. 


Bei dieser Sachlage und in Anbetracht des regen Interesses, das dic 
Enzymchemie des tierischen Fettsiureabbaus in letzter Zeit wieder 
findet®, erschien es uns lohnend, die Wege des pflanzlichen Fettsaure- 
abbaus erneut zu untersuchen. Wir stellten fest, daB Lipoxydase im 
Pflanzenreich verbreiteter ist als es die bisherigen Untersuchungen an- 
nehmen lieBen; das Ferment tritt auch in zahlreichen urspriinglich 
lipoxydasenegativen Samen bei deren Keimung in Erscheinung. Bei 
den allgemein verbreiteten Fettsiuredehydrasen fanden wir Unter- 
schiede des Typs, indem die mehrfach ungesittigten Fettsiuren von 
manchen Samenarten nicht, von anderen aber viel leichter als die ge- 
sittigten Fettsiuren dehydriert werden; letzteres ist bei den stark 
lipoxydasehaltigen Samen der Fall. Deutete sich hier bereits eine Be- 
ziehung zwischen Lipoxydase und der — anscheinend auf die gleichen 
Substrate eingestellten — ,,Lipodehydrase“ an, so verstiarkte sich dieser 
Eindruck, als wir feststellen konnten, daf lipoxydatisch ,,anoxydierte“ 
Fettséuren offenbar noch erheblich leichter einer Dehydrierung unter- 
liegen als unveranderte Substrate. Wenngleich wir im Augenblick noch 
keine stichhaltige Deutung der Erscheinungen — die einer chemischen 
Durcharbeitung des Reaktionskomplexes vorbehalten bleiben mu8 — 
geben kénnen, méchten wir aus a4uBeren Griinden doch schon das bis- 
herige pflanzenphysiologisch-enzymatisch orientierte Versuchsmaterial 
vorlegen. 


Methodik 


Methodische Einzelheiten in der Ziichtung von Keimpflainzchen, der 
Herstellung von Enzymlésungen und der Priifung ihrer lipoxydati- 
schen Aktivitét konnen einer vorausgehenden Mitteilung tiber die Gra- 
mineen-Lipoxydase® entnommen werden. 


Die Keimung von Pflanzensamen erfolgte in Drigalski-Schalen auf feuch- 
tem, sterilisiertem Sand. Die Extraktion des — gekeimten oder ungekeimten — 
Pflanzenmaterials geschah (unter Verreiben mit Quarzsand) mit Wasser oder 
Phosphatpuffer (m/15, pH 7,0), worauf zentrifugiert wurde. Bei Extrakten aus 
Olsamen wurde auBer dem Riickstand auch die nach dem Zentrifugieren auf der 
waBrigen Phase aufsitzende Olschicht verworfen. 





7 A. Zeller, Jb. wiss. Bot. 82, 123 [1935]. 

8 §. Yosii, J. Biochemistry [Tokyo] 26, 397 [1937]. 

® Vgl. F. Lynen, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 1061 [1953]; Harvey Lectures 
48, 210 [1953]; ferner die S. 13 zitierten Arbeiten“*—**. 
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Die Aktivitatspriifung erfolgte nach der Warburg-Methodik bei 30° unter 
Luft, im allgemeinen im ,,Normalansatz“: 

0,1—1,5 ml Enzymlésung, 0,5 ml m/5-Phosphatpuffer, py 7,0, 

0,5 ml m/10-Substratlésung (Natriumsalz), H,O auf 2,5 ml. 

Als MaB8 der Lipoxydase-Aktivitat diente wie friiher die aus der Anfangs- 
geschwindigkeit (10 Min:) errechnete AtmungsgréBe 
actesiete mm? O, aa 
* mg Enzymtrockengew. x Stdn. ’ 

wobei darauf geachtet wurde, da8 im Proportionalititsbereich zwischen Enzym- 
konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit gearbeitet wurde. Zur Trocken- 
gewichtsbestimmung wurde 24—48 Stdn. in Cellophanschlauchen gegen flie- 
Bendes Leitungswasser dialysiert. Enzymmengen werden in Enzymeinheiten 
EE = Qo, X mg Gesamt-Enzymtrockengewicht, Enzymgehalte in EE/g Pflanzen- 
material (trocken) ausgedriickt. 

Bei der Untersuchung der Fettsiuredehydrasen wurde nach der 
iiblichen Thunberg-Methodik verfahren, wobei als Acceptor meist der 
Indaminfarbstoff Bindschedlers Griin, seltener Tillmans’ Reagens 
(2.6-Dichlorphenol-indophenol) in der Gesamtkonzentration m/10000 


bzw. m/20000 verwendet wurde. 

Die Einstellung der Farbstofflésungen geschah meist jodometrisch (mit 
n/100-Na,S,0,)'°, in Ausnahmefillen (bei Farbstoffen tieferen Redoxpotentials) 
und zur Kontrolle titanometrisch (mit n/100-TiCl,)#4. Anaerobe ,,Normalansitze“ 
zur Bestimmung der Dehydrase-Aktivitat (bei 30°) hatten die Zusammensetzung: 

0,5—2,5 ml Enzymlésung 0,5 ml m/1430-Farbstofflésung, 

(meist Pufferextrakt py 7,4), 

0,5 ml m/20-Substratlésung (Natriumsalz), m/15-Pufferlésung auf 3,5 ml. 
Neben der Entfarbungszeit im vollstaindigen Ansatz (¢) wurde stets auch diejenige 
des substratfreien Ansatzes (¢)) und — bei ungesattigten Fettsiuren als Substraten 
— diejenige des vollstindigen Ansatzes mit inaktiviertem (gekochtem) Enzym (ti) 
bestimmt. Als MaB der Dehydrase-Aktivitat diente die ,,spezifische Dehy- 


drierungsintensitat“ 





a ns 


0 ™ mg Enzymtrockengew. ’ 


bisweilen — wenn ti < t) — wurde ¢j anstatt t) in die Formel eingesetzt. 

In einigen Fallen wurde Chinon (0,5 ml m/20) als Acceptor verwendet, wobei 
das zu bestimmten Zeiten noch vorhandene Oxydans jodometrisch (mit »/100- 
Na,S,0,) bestimmt wurdel. 

Von den verwendeten Substraten stammten Palmitin-, Stearin- und Olsiure 
von Merck, die gesattigten Fettsiuren Cg — C,, von Schuchardt, die Linolsaure 
z. Tl. von Hoffmann-La Roche (JZ 167, ber. 181); ein anderer Teil der Linol- 
siure (JZ 176) war nach iiblichen Methoden aus Mohndl, Linolensdiure (JZ 267, 
ber. 274) aus Leinél dargestellt worden. Praparate von «- und /-Elaostearinsiure 
waren vor 10 Jahren von Dr. J. Ménch im Institut f. organ.-chem. Technologie, 
Wiirzburg, aus chinesischem Holzél dargestellt und seither in eingeschmolzenem 
Zustand aufbewahrt worden. 

Von Cofermenten stammten Cozymase (DPN, 75-proz.) von C. F. Boeh- 
ringer & Séhne, Mannheim-Waldhof, Adenosinmono- und_ -triphosphorsiiure 
(Na-ATP) von Henning, Berlin-Tempelhof und Coenzym A (2-proz.) von der 
Sigma Chemical Comp., St. Louis (USA). 

10 E. Schild u. M. v. Huymann, Brauwissenschaft 1951, 49. 


11 [, M. Kolthoff, Die MaBanalyse II, 562 (Springer, Berlin 1931). 
1* 








Wilhelm Franke und Helmut Frehse, 
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Versuchsergebnisse 
I. Zur Kenntnis der Lipoxydase 


1. Uber das Vorkommen in Olsamen 

Die schon in der Einleitung angedeutete scheinbare Regellosigkeit in 
der Verbreitung der Lipoxydase veranlaBte uns zu einer Nachpriifung 
der Angaben von Strain‘ und Siillmann®. Sie bestitigte, daB die 
ruhenden Samen von Kiirbis und Sonnenblume lipoxydasenegativ sind. 
Im Gegensatz zu den Angaben Strains wiesen dagegen Leinsamen in 
verschiedenen Proben einen betrachtlichen Gehalt an Lipoxydase auf 
(Qo, etwa 350)"2. Daraufhin wurden weitere Olsamen mit hdherem Gehalt 
an Linol- und Linolensiure gepriift; sie erwiesen sich trotz nachgewie- 
sener Keimfahigkeit als lipoxydase-frei (Tab. 1). 


Tab. 1. Auf Lipoxydasevorkommen untersuchte ruhende Olsamen mit gréBerem 
Linol- und Linolensiuregehalt. 




















Anteil (in %) an den 
Pflanze Familie Lipoxydase rie A 
Linolsiure | Linolensiure 

SSD is tes ness Papilionaceae +* 49—58 2—8 
co ee Papaveraceae _ 59 _ 
ee * Cruciferae - 15 2 
WeiBsenf . Cruciferae — 20 2 
OM. se Linaceae +** 3—23 26—58 
WalnuB J uglandaceae — 70 3 
i Cannabinaceae - 50 23 
Kiirbis : Cucurbitaceae 40—55 — 
Sonnenblume . Compositae ~ 58 _ 











ad 20, = 1000 bzw. 2500 (bei py 7 bzw. 9). ** 20, = 350 (bei py 7 und 9). 


Tab. 2. Lipoxydasegehalt von Keimpflinzchen urspriinglich fermentnegativer 
Samen (gemessen bei px 7). 








Pflanze Lange des Keimpflanzchens (in cm) Qo, 
oo ee etwa 1 20 
tT rr etwa 2 85 
Kiirbis etwa 5 120 
Sonnenblume . etwa 2 175 
Sonnenblume . etwa 3 400 


Abweichende Ergebnisse wurden erhalten, als wir gekeimte OI- 
samen untersuchten; es tauchte innerhalb weniger Tage in den jungen 
Keimpflanzchen Lipoxydase auf (Tab. 2). 

Das Keimpflanzenalter, in dem die Lipoxydasewirkung einsetzt, ist je nach 


den auBeren Bedingungen verschieden. Auch die beobachtete Enzymaktivitat ist 
von Fall zu Fall verschieden. Dies hangt vielleicht damit zusammen, daB — worauf 


12 Auch in Mais und Gerste hat Strain den Lipoxydasegehalt iibersehen. 
13 Nach G. S. Jamieson, Vegetable fats and oils (Reinhold, New York 1943). 
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schon die Versuche von Bonnier u. Mangin™ am keimenden Weizen und Lein 
sowie spaitere’-> hingedeutet hatten — ,,in den ersten 2 bis 4 Keimtagen (je nach 
Temperatur und Pflanzenart) das Fett meist nicht oder nur unbedeutend angegriffen 
wird. Die direkt verwertbaren geeigneten Mengen von Kohlenhydraten, die in den 
Nahrgeweben stets auch vorhanden sind, bestreiten zunachst die Atmung‘“‘!, 

Man kann demnach die lipoxydasepositiven Pflanzen in zwei Grup- 
pen einteilen: 1. diejenigen, in deren ruhenden Samen das Enzym bereits 
aktiv vorliegt, wie bei den Leguminosen, Gramineen und wenigen O)- 
samen (Lein); 2. diejenigen, bei denen erst im jungen Keimpflanzchen 
das Enzym gebildet bzw. freigelegt wird, wie bei der tiberwiegenden 
Mehrzahl der Olsamen. 


2. Uber natiirliche Inhibitoren der Lipoxydase 


Fiir die naheliegende Annahme, da8 im letzteren Falle ein natiir- 
licher Hemmstoff das im ruhenden Samen bereits vorhandene Ferment 
an der Entfaltung seiner Wirkung hindere, ergaben sich in einigen, aber 
keineswegs in allen Fallen experimentelle Hinweise: aus Mohn- und 
Rapssamen, nicht dagegen aus den Samen von Hanf, Kiirbis und 
Sonnenblume lieBen sich Extrakte gewinnen, die u. a. auch die Wirkung 
der Gerstenlipoxydase hemmten. 


Die Hemmwirkung des Mohns war 2—3 mal grifer als die des Rapses. Letztere 
wurde durch kurzes Aufkochen der Extrakte nicht, erstere auf etwa die Halfte 
reduziert. Vorherige 3-stdg. Extraktion des Mohnsamens im Soxhlet mit Petrol- 
ither (Sp. 30—50°) hatte auf die Inhibitorwirkung der Extrakte keinen EinfluB. 
Tab. 3 zeigt die Wirkung von Mohn-Extrakten (0,5 mg Trockengew.) auf Gersten- 
lipoxydase (1,3 mg Trockengew.). Die Wirkung eines Raps-Extrakts (gekocht 
oder ungekocht) von annahernd gleichem Trockengewicht entsprach etwa der- 
jenigen eines gekochten Mohnextrakts. 


Tab. 3. Inhibitorwirkung eines Phosphatextrakts aus entfettetem Mohnsamen auf 
die O,-Aufnahme von Gerstenlipoxydase -+- Linolat. mm* O,. 











ann ities: Mate + Mohnextrakt 
iis ak unbehandelt gekocht 
5 25 3 19 
10 49 10 37 
15 66 iw 47 
30 96 28 63 
45 105 36 73 








Hemmungswirkungen von ahbnlicher Gréfe' wurden auch gegeniiber Enzym- 
lésungen aus Lein oder gekeimtem Rapssamen festgestellt. 


Von anderer Art ist ein sameneigener Inhibitor der Gerste, der sich 
im Gegensatz zu den oben erwahnten als petrolatherléslich erwies. 
144 G. Bonnier u. L. Mangin, Ann. Sci. natur., (Sér. 6) 18, 293 [1884]. 

1 W. Stiles u. W. Leach, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 118, 405 [1933]. 

16 K, Paech, Biochemie u. Physiologie d. sekundiren Pflanzenstoffe, S. 76 
(Springer, Berlin-Géttingen-Heidelberg 1950). 
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Hier handelt es sich wahrscheinlich um Tocopherol, dessen ,,antioxy- 
gene“ Wirkung in Lipoxydase-Systemen wiederholt gezeigt worden 
—o" 

Getrennte Anteile eines Gerstenschrots wurden sechzehn Stdn. im Soxhlet 
mit Petrolither extrahiert bzw. im Exsiccator unter Stickstoff aufbewahrt. 
AnschlieBend wurden aus beiden Proben in iiblicher Weise Wasserextrakte gewon- 
nen und auf ihre Aktivitaét gepriift. Tab. 4 la8t erkennen, daB im petrolather- 
extrahierten Material (scheinbar) etwa dreimal mehr Enzym enthalten ist als im 
nichtvorbehandelten und daB sich daraus etwa dreimal aktiveres Enzym gewin- 
nen 1aBt. 


Tab. 4. EinfluB einer Petrolather-Extraktion auf den nachweisbaren Lipoxydasce- 
Gehalt (EE/g) von Gerste und die Aktivitat (Qo,) daraus gewonnener Extrakte. 





Gerste, nicht vorbehandelt Gerste, petrolaither-extrahiert 








Qo, | __EE/g Qo, | __EE/g 
85 1200 | 220 4000 


Mit der Farbreaktion von Furter u. Meyer®® (Rotfarbung mit Salpetersiure) 
konnten wir im unverseifbaren Anteil des Gerstenfetts Tocopherol wiederholt 
qualitativ nachweisen. ° 


3.Zum Chemismus der Gerstenlipoxydase-Wirkung 


Wie S. 20 noch naher ausgefiihrt werden wird, tauchte im Verlaufe 
der hauptsachlich an Gerste durchgefiihrten Untersuchungen itiber die 
Dehydrierung der mehrfach ungesiattigten Fettsiuren die Vermutung 
auf, daB die Lipoxydase in Wirklichkeit eine Dehydrase*! sei. Es lieS 
sich jedoch nachweisen, daB auch die Gerstenlipoxydase zum wenigsten 
in den friihen Reaktionsphasen quantitative Peroxyd-Bildung be- 
wirkt, die von einer entsprechenden Jodzahlabnahme begleitet ist, 
ganz wie im eingehend untersuchten Fall des Sojaferments. Uber weitere 
Argumente gegen eine Identitét von Lipoxydase und Lipodehydrase 
vgl. S. 21. 

Peroxyd- und Jodzahlbestimmungen an oxydierter Linolsdure erfolgten nach 
dem friiher fiir die Sojalipoxydase gegebenen Verfahren®®. In erhéhtem Mae trat 
hier die seinerzeit bereits beobachtete Bildung hartnaickiger voluminéser EiweiB- 
suspensionen beim Ansiéuern und Ausathern der Reaktionsansitze auf, die zu 
erheblichen Fettsiureverlusten bei der Aufarbeitung fiihrten, welche rechnerisch 
beriicksichtigt werden muBten. 


v H.§ Sillmann, Helv. chim. Acta 24, 465 [1941]; 26, 1114 [1943]. 

aS RR. T. Holman, Arch. Biochemistry 15, 403 [1947]. 

19 A. L. Tappel, W. 0. Lundberg u. P. D. Boyer, Arch. Biochem. Bio- 
physics 42, 293 [1953]. 

20 M. Furter u. R. E. Meyer, Helv. chim. Acta 22, 240 [1939]. 

°1 Die friiher bereits einmal von J. P. Hummel u. H. A. Mattill (Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 55, 31 [1944] behauptete Dehydrasenatur der Soja-Lipoxydase 
ist von A. K. Balls u. M. W. Kies (J. biol. Chemistry 153, 337 [1944] bestritten 
worden, allerdings mit nur z. Tl. stichhaltigen Argumenten, da die zur Priifung 
stets verwendeten Fettséure-Ester nach Beobachtungen von F. P.Mazza u. 
G. Stolfi (Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. 17, 476 [1933] am Leberferment keine 
brauchbaren Dehydrase-Substrate darstellen. 

22 W.Franke, J.Moénch, D.Kibat u. A.Hamm, Liebigs Ann, Chem. 
559, 221 [1948]. 
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Wir geben in den Tab. 5 und 6 je zwei Belege fiir die Bestimmung von Per- 
oxyd und Jodzahl an zwei verschieden weit oxydierten Linolatproben. 


Tab. 5. Peroxydbestimmung in Linolatansitzen mit Gerstenlipoxydase. 


























I | II 

mMol eingesetztes Substrat ....... 0,75 0,825 
mMol O,-Aufmahme .......... 0,083 0,193 
% Og pro Mol. Linolat ......... 11,0 23,4 
% Substrat wiedergewonnen. ...... 82 56,5 
ml n/10-Na,S,0,, Hauptvers.. ...... 3,56 5,42 
ml n/10-Na,S,03, Leervers. ....... 1,98 2,98 
ml n/10-Na,S,0,, Differenz, ....... 1,58 2,44 
mMol Peroxyd gefunden ........ 0,079 0,122 
mMol Peroxyd ber. aus O,-Aufn.. . . . . 0,068 0,109 
Of, MPEVORVOPG. EM. 4. 6. 6 se se 116 112 

Tab. 6. Jodzahlbestimmung in Linolatansitzen mit Gerstenlipoxydase. 

| I | I 

mMol eingesetztes Substrat ....... 1,6 0,45 
mMol O,-Aufmahme .......... 0,242 0,197 
% O, pro Mol. Linolat......... 15,1 43,8 
Jodzahl, Hauptvers. ......2.... 147,9 126,2 
Jodzahl, Kontrollvers. (ohne Oxydation) . 160,7 157,7 
of pan cee SL a aS Rom 16,0 40,0 
% Jodzahlabnahme 
~% O,-Aufnahme — x 100 ‘eval @evearcrd. = 106 91,5 


Die Jodzahlabnalme (in %) ist auf der Grundlage der Bergstrémschen 
Theorie der Fettsiureautoxydation®**> berechnet, aad auch bei quantitativer 
Bildung eines ,,Konjuen-hydroperoxyds die nach den iiblichen Methoden be- 
stimmte Jodzahl nur auf die Halfte absinken wiirde. 


II. Uber die pflanzlichen Dehydrasen der hoheren Fettsauren, 
im besonderen der mehrfach ungesattigten (Lipodehydrase) 


Die unregelmaBige Verbreitung der Lipoxydase in Pflanzensamen 
hatte bereits vermuten lassen, daB dieses Ferment nicht allein fiir den 
Abbau der Linol- und Linolensiaure in der Pflanzenwelt verantwortlich 
zu machen sei. Es war naheliegend, auch an einen dehydrierenden 
Angriff der mehrfach ungesiattigten Fettsiuren zu denken, wenngleich 
ein solcher Angriff fiir diese Substrate bisher weder an pflanzlichem®? 
noch an tierischem Zellmaterial®: 2% 2526 nachgewiesen worden war. 


23 §. Bergstrém, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 21, Nr. 14 u. 15 
[1945]; Nature [London] 156, 717 [1945]. 

24 K. Lang u. H. Mayer, diese Z. 261, 249 [1939].' 

2 EK. Annau, A. Eperjessy u. 0. Felszeghy, diese Z. 277, 58 [1942]. 

26 F, P. Mazza‘u. L. Marfori, Arch. Scienze, biol. 27, 142 [1941]; vgl. auch 
F.P. Mazza, Ergebn. Enzymforsch. 9, 207 [1943]. 
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is gelang uns, diesen Nachweis bei Verwendung eines geeigneten 
Acceptors fiir eine Reihe untersuchter Pflanzensamen, wenn auch nicht 
fiir alle, zu erbringen; Olsiure wurde von allen Pflanzensamen mit einer 
Ausnahme, die gesattigten Fettsiuren (Palmitin- und Stearinséure) 
wurden ausnahmslos dehydriert. Die Unterschiede in der Angreifbarkeit 
gesaittigter und ungesattigter Substrate waren dabei in den einzelnen 
Fallen nach Richtung und GréBe sehr erheblich. 


1. Der EinfluB des Acceptors 


Die Nachweisbarkeit von Dehydrierungseffekten hingt weitgehend 
vom Redoxpotential des verwendeten Acceptorfarbstoffs ab, das fiir die 
energetisch anspruchsvolle Fettsiuredehydrierung méglichst hoch lie- 
gen soll. 

Nach Kalckar®’ liegt das,,Gruppenpotential® (#; bei py 7) fiir die Dehydrie- 
rung einer gesittigten zur entsprechenden ungesittigten Carbonsaéure zwischen 
—0,025 und +0,025 V. Grande® arbeitete mit 1-Naphthol-2-natriumsulfonat- 
indo-2.6-dichlorphenol (£3 = + 0,119 V), Pyocyanin (#j; = —0,034 V) und drei 
Indigosulfonaten (Hj = — 0,046 bis —0,125 V), gibt aber positive experimentelle 
Belege nur fiir den erstgenannten Acceptorfarbstoff. Zeller? und Yosii® wahlten 
Methylenblau (Hj = + 0,011 V), das aber von Grande wegen stérender Fallungs- 
effekte in Fettsiuregegenwart abgelehnt worden war. Man erkennt aus den Poten- 
tialwerten, daB man sich beim Methylenblau bereits der thermodynamischen 
Grenze der Acceptorwirkung nahert (ahnlich wie das beim energetisch annihernd 
gleichwertigen Succinodehydrase-System der Fall ist®*.**), 

In der Tat waren die Effekte, die wir mit Methylenblau als 
Acceptor erzielten, in den meisten Fallen sehr schwach. Es konnte z. B. 
mit Gersten- oder Sojaenzym und Natriumlinolat als Substrat auch bei 
groBter Farbstoffverdiinnung — 1:100000 = m/400000 — selbst in 
mehrstiindigen Versuchen nur eine Aufhellung der Substratansitze 
gegeniiber den substratfreien Kontrollen festgestellt, aber keine voll- 
stindige Entfarbung mehr erzielt werden. Deutlicher wurden die Dehy- 
drierungseffekte schon mit 2.6-Dichlorphenol-indophenol (Till- 
mans’ Reagens), mit dem es z. B. gelang, im Mohn Olsiuredehydrierung 
nachzuweisen, die Grande mittels des Naphthol-sulfonat-indodichlor- 
phenols noch nicht hatte feststellen kénnen. Auch Ol-, Linol- und Linolen- 
siure-Dehydrierung in Gerste und Soja konnte erstmals mit Tillmans’ 
Reagens nachgewiesen werden. In einer mit den bislang imeist ver- 
wendeten Farbstoffen nicht erzielten Deutlichkeit traten solche De- 
hydrierungseffekte jedoch zutage, als wir zu Bindschedlers Griin, 


(CHs),N-<_>-N=< S=N(CHy), Cl-, itibergingen. Man erkennt dies 





27 H. M. Kalckar, Chem. Rev. 28, 71 [1941]. 

28 T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 46, 339 [1925]. 

29 TFiir exakte Feststellungen sind natiirlich noch die relativen Konzentratio- 
nen von H-Donator und Acceptor zu beriicksichtigen (vgl. W. Franke, Biochem. 
Z. 258, 280 [1933]; Bamann-Myrback, Method. d. Fermentforsch. I, 847 (G, 
Thieme, Leipzig 1941). 
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deutlich aus Tab. 7, in der fiir eine Farbstoffreihe neben den Potential- 
werten die zugehérigen Entfairbungszeiten bei gleicher Konzentration 
verzeichnet sind. 


Tab. 7. Dehydrierung von Linolat (m/140) durch Gerstenenzym in Gegenwart 
verschiedener Acceptorfarbstoffe (m/6500) bei px 7,4. 

















Entfarbungszeit (in Min.) 
Farbstoff Ey (pH 7) ohne Substrat | mit Substrat 
to 

Bindschedlers Griin. . . + 0,224 92 1,5 
2.6-Dichlorphenol-indoph. + 0,217 66 12 
Toluylenblau. ..... + 0,115 > 120 120 
VG ee i, ge fo 6 2 + 0,063 > 120 120 
Methylenblau ..... + 0,011 > 120 > 120 


Bindschedlers Griin hat als Acceptorfarbstoff keinen guten Ruf, was im wesent- 
auf die friihen Beobachtungen von Phillips, Clark und Cohen*® zuriickgeht. Auch 
in neuesten Zusammenstellungen von Redoxindikatoren findet man noch Hinweise 
wie ,,schwierig zu handhaben, da nur geringe Stabilitat; fermentativ toxisch, falls 
als Zirk-Doppelsalz angewandt‘*!, Unsere Erfahrungen mit einem derartigen Fro- 
dukt der Farbenfabriken Bayer-Leverkusen (2C,,Ha N3Cl + ZnCl,) waren 
in jeder Beziehung giinstiger. Die Haltbarkeit von Bindschedlers Griin-Loésungen 
ist bei deren Aufbewahrung im Eisschrank gut; der Titer einer bei Zimmertem- 
peratur am Licht aufbewahrten Lésung war nach einem Monat erst um 10% abge- 
sunken. Die Einstellung von Farbstofflésungen kann jodometrisch (s. 8. 3) oder 
mit Ascorbinsiure einfach und scharf erfolgen. Gegeniiber Tillmans’ Reagens 
weist Bindschedlers Griin den Vorteil auf, daB es im physiologischen pq-Bereich 
keinen Farbumschlag zeigt. 

Die Uberlegenheit von Bindschedlers Griin gegeniiber Tillmans’ Reagens in 
seiner Acceptoreigenschaft diirfte kaum durch das nur geringfiigig erhéhte Poten- 
tial, sondern konstitutiv bedingt sein. Eine aktivierende Wirkung des Zinks kommt 
nicht in Frage: Gerstenenzym-Ansatze mit m/10000-Tillmans’ Reagens, die einen 
dem Zinkgehalt von Bindschedlers Griin entsprechenden Zusatz von ZnC\, erhielten, 
wiesen gegeniiber zinkfreien Ansatzen keine verkiirzte Entfairbungszeit auf; das 
gleiche galt fiir 100fach héhere Zinkzusitze. 

Als Acceptor hohen Potentials wurde noch Chinon (Hj = 0,271 bei 
pu 7) mit — offenbar wegen Enzymschadigung — nur teilweisem Erfolg 


untersucht. 

In Ansatzen mit m/100-Linolat und 2,5 ml Gerstenenzym (auf 5,0 ml) erfolgte 
zwar in den ersten Minuten eine betrachtliche Chinonabnahme gegentiber der sub- 
stratfreien Kontrclle, die sich aber weiterhin nicht mehr erhéhte (Tab. 8). Chinon- 
hemmungen von Oxydationsfermenten sind wiederholt beschrieben worden*; die 
scheinbare Regellosigkeit ihres Auftretens ist gerade bei Pflanzenenzymen oft 
iiberraschend**. 


30 M. Phillips, W.M.Clark und B.Cohen, Public Health Rep. Suppl. 
Nr. 61 [1927]. 

31 F, Ender, ,,Redoxpotentiale“ in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. 
d. physiol. u. pathol.-chem. Analyse, I, 628 (Springer, Berlin-Géttingen-Heidelberg 
1953). 
32 Literatur s. O. Hoffmann-Ostenhof, Experientia [Basel] 3, 137, 176 
[1947]; Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 6, 154 [1950]. 

33 W. Franke u. L. Krieg, Chem. Ber. 85, 779 [1952]; W. Franke u. I. 
Schulz, Biochem. Z., im Druck [1955]; vgl. auch 1. c.}. 
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Tab. 8. Chinonabnahme in Ansitzen mit Gerstenenzym (26 mg Trockengew.) 
und Linolat (m/100) bei px 7,0. 

















Zeit n/100-Chinon (ml) Zeit n/100-Chinon (ml) 
(Min.) | ohne Substrat | mit Substrat | (Min.) | ohne Substrat | mit Substrat 
0 4,3 4,3 10 3,5 3,1 
2,5 4,1 3,55 20 3,3 2,9 
5 3,8 3,2 30 3,0 2,5 








Tetrazoliumsalze, von denen auBer dem gebrauchlichen Triphenyltetra- 
zoliumchlorid (,,Tetrazol‘‘-Bayer) auch zwei Ditetrazoliumverbindungen (,,Tetra- 
zolpurpur“- und ,,Tetrazolblau“‘-Bayer) in der Konzentration 0,02% verwendet 
wurden, erwiesen sich auch unter streng anaeroben Bedingungen als Acceptoren der 
Fettsiuredehydrierung ungeeignet; erst nach Stunden zeigten sich schwache Far- 
bungen, wobei sich Substrat- und Leeransitze nicht wesentlich unterschieden. 


2. Wirkungen und Eigenschaften 
der pflanzlichen Fettsiuredehydrasen 


Zentrifugierte Phosphatpufferextrakte aus Gramineen, Soja und 
anderen Olsamen, die schon friiher (S. 4 und 1. c.*-22) fiir die Unter- 
suchung der Lipoxydase verwendet worden waren, wurden unter den 
einheitlichen Bedingungen des ,,Normalansatzes‘ (S. 3) mit Bind- 
schedlers Griin als Acceptor auf ihre Dehydrasewirkung gegeniiber den 
gesittigten (Palmitin- und Stearinsiure) und ungesittigten Fettsaéuren 
(Ol-, Linoi- und Linolensaure) gepriift. Die Ergebnisse enthalt Tab. 9. 

Wahrend die obere Tabellenhalfte Entfarbungszeiten (in Min.) angibt, sind in 
der unteren Halfte die daraus berechneten J)-Werte zusammengestellt. Da hier 
mit hohen Enzymzusiatzen (meist 2,5 ml und damit nicht mehr im Proportionali- 
tiitsbereich, s. 8.14) gearbeitet wurde, stellen die J)-Werte Minimalwerte dar; 
direkte Vergleiche sind nur in horizontaler Richtung méglich. Auch dann bleibt 
noch zu beriicksichtigen, daB Palmitat und Stearat nur zum Teil gelést vorlagen. 
Ferner ist darauf hinzuweisen, daB bei der angewandten Substratkonzentration 
m/140 die Intensitat der Olsiuredehydrierung zum Unterschied von derjenigen der 
Linol- und Linolensaure schon auf 1/, ihres optimalen Werts abgesunken ist (Abb. 3 
8. 16). Zum exakteren Vergleich der ungesattigten Fettsiuren miteinander 
ware dem durch Multiplikation der Olsiurewerte mit 3 Rechnung zu tragen. 

(L) bedeutet lipoxydasepositive Extrakte. 

Tab. 9 14Bt zunachst erkennen, daB das Vermégen zur Dehydrierung 
gesattigter Fettsiuren bei Pflanzensamen offenbar recht allgemein 
verbreitet ist, wenn auch meist in nicht sehr hoher Intensitét. Auch 
Olsaure wird von allen untersuchten Samenarten, Riibsen ausgenom- 
men, angegriffen. Uberraschend war das Verhalten der mehrfach 
ungesadttigten Fettsiuren: wiahrend sie von einigen Samen (8—10) 
iiberhaupt nicht dehydriert werden, stellen sie bei anderen (1—7) gute 
bis ausgezeichnete, den gesittigten Fettsiuren oft um 1—2 GréBen- 
ordnungen tiberlegene H-Donatoren dar. Es ist bemerkenswert, daB sich 
als besonders aktiv in dieser Beziehung die schon in ruhendem Zustande 
lipoxydasepositiven Samen (1—5) erwiesen. Linolensiure wird 
giinstigstenfalls mit gleicher, meist aber mit geringerer Intensitat ange- 
griffen als Linolsiure. 
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Tab. 9. Fettsiuredehydrierung mit Bindschedlers Griin durch Phosphatextrakte 
von Pflanzensamen (pq 7,4). 






































Substrate 
a Palmi- | Stearin- a : x : 5 
Pflanze Gal” Olsiure| Linolsiure | Linolensiure 
to t t t t tif t tif 
1. Gerste (L) | 26 22 22 3 1,5} 120 2 120 
2. Roggen (L) | 51 38 38 9 25) — 1l — 
3. Weizen (L) 30 14 16 5 3 120 6 120 
4,Soja  (L) 53 24 36 4 << 25 1 22 
5.Lein (L) | 300 180 170 8 = et | — 12 110 
6. Hanf 60 35 40 45 35 84 35 75 
7. Sonnenbl. 24 15 19 17 12 35 12 39 
8. Kiirbis 29 1l 11 1] 40 — 38 — 
9. Raps 19 10 8 16 33 _ 19 37 
10. Riibsen 27 20 14 40 35 — 30 -- 
mg Tr.- I 
gew. . 

1. Gerste (L) 25 0,03 0,03 1,3 2,65 2,0 

2. Roggen (L) | 44 0,02 0,02 0,20 1,0 0,15 

3. Weizen (L) | 35 0,11 | 06,08] 0,43 0,95 0,38 
4.Soja (L)| 51,5 0,041 0,02| 0,45] > 2,0 1,2 

5. Lein (L) 21 0,01 0,01 0,52 > 5,0 0,38 

6, Hanf 23,5 0,05 0,04 0,03 0,05 0,05 

7. Sonnenbl. 25,5 0,11 0,04 0,07 0,15 0,16 
8. Kiirbis 22 0,26 0,26 0,26 0 0 

9. Raps 36 0,13 0,22 0,02 0 0 

10. Riibsen 35 0,04 0,10 0 0 0 














Es ist anzunehmen, da8 hier Beziehungen bestehen zu den zahlreichen, aber 
widerspruchsvollen pflanzenphysiologischen Untersuchungen, in denen aus dem 
Gang der Jodzahl bei der Samenkeimung auf den bevorzugten Abbau der unge- 
sittigten oder gesattigten Fettsiuren geschlossen werden sollte. Als erster hat wohl 
Ivanow* bei Olsamen (Mohn, Raps, Lein, Hanf) aus der Abnahme der Jodzahl 
auf einen rascheren Angriff der ungesattigten Fettsiuren geschlossen. Bei der 
Sonnenblume fanden Schmidt und v. Fiirth® Jodzahlabnahme. Im Gegensatz 
hierzu stehen Befunde iiber eine Jodzahlerhéhung beim gleichen Material, aus denen 
Matthes*® auf den bevorzugten Abbau der gesattigten Fettsaiuren schlieBt. 
Die Mitte halten Versuche von Miller®** (Sonnenblume), MacLachlan*’ (Soja) 
und H ouget®”* (Ricinus), die keine nennenswerte Jodzahlanderung bei der Keimung 
beobachteten. Neumann®$ fand bei Leguminosen uneinheitliche Verhaltnisce, 
Jodzahlabnahme bei der Soja, -zunahme bei der Lupine. Wieder andere Autoren®® *° 
berichten tiber eine anfangliche Zunahme der Jodzahl bei der Keimung (Kiirbis, 


34 §. Ivanow, Jb. wiss. Bot. 50, 375 [1912]. 

3148 R. H. Schmidt, Flora 74, 300 [1891]. 

% QO. v. Fiirth, Beitr. Physiol. u. Pathol. 4, 430 [1904]. 

36 KE. Matthes, Bot. Arch. 19, 79 [1927]. 

364 KE. C. Miller, Ann. Botany 26, 889 [1912]. 

37 P. L. MacLachlan, J. biol. Chemistry 114, 185 [1936]. 

34 J. Houget, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 216, 821 [1943]. 
38 P, Neumann, Biochem. Z. 808, 1414 [1941]. 

39 U. Weber, Ber. dtsch. bot. Ges. 54, 70 [1936]. 

40 G. Tilenius, Planta 28, 429 [1938]. 
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Sonnenblume), der spater eine starkere Abnahme folgt. F's ist geplant, diese wider- 
sprechenden und komplexen Befunde zu den iibersichtlicheren Aussagen der Enzym- 
versuche in Beziehung zu setzen und in Einzelfiallen woméglich zu klaren. 


Da alle untersuchten ungesattigten Fettsduren in 9.10-Stellung eine 
Doppelbindung enthalten, an dieser Stelle also nicht mehr dehydrierbar 
sind, ist auch fiir die gesittigten Fettsiuren eine Dehydrierung in der 
Mitte der Kohlenstoffkette — wie sie fiir Leberferment von einzelnen 
Autoren")? angegeben, von Mazza” aber bestritten wird — als quanti- 
tativ bedeutsamer Reaktionsweg unwahrscheinlich. Wahrscheinlich han- 
delt es sich durchweg um Dehydrierungen in 2.3-Stellung, was praparativ 
noch nachgewiesen werden muB. 


Um sicher zu sein, daB es sich bei den kurzen Entfarbungszeiten in Gegenwart 
mehrfach ungesattigter Fettsiuren um enzymatische Effekte handelte, wurden 
in einer Reihe von Fallen auch vollstaéndige Ansitze mit gekochtem Enzym als 
Kontrollen mitgefiihrt. Wenn auch in einigen Fallen (Soja, Lein) tj < ty war (worauf 
bei der Berechnung von J, Riicksicht genommen wurde, vgl. 8.3), sprach der 
beobachtete Unterschied zwischen ¢ und t; doch in jedem der angegebenen Faille 
fiir eine thermolabile und damit enzymatische Wirkung. (Zur Bestimmung der 
,,6tungstemperatur“ der Lipodehydrase s. spiter S. 16). Nur bei dem in die 
Tabelle nicht aufgenommenen Mohn war eine exakte Auswertung nicht mdglich, 
insofern als ¢ und 4 mit Linolat hier innerhalb der Versuchsfehler gleich waren 
(21 bis 23 Min. gegen ty) = 60 Min.). 

DaB die Effekte nicht etwa nur durch den besonderen Acceptor (Bindsched- 
lers Griin) bedingt waren, zeigt eine mit allen Kontrollen an Gerstenextrakt durch- 
gefiihrte Vergleichsreihe mit Bindschedlers Griin und Tillmans’ Reagens (Tab. 10). 


Tab. 10. Ol- und Linolséuredehydrierung mit Gerstenenzym (22 mg Tr.-Gew.) und 
zwei verschiedenen Acceptorfarbstoffen. 








2.6-Dichlorphenol-indophenol Bindschedlers Griin 
Min. (m/20000) (m/10000) 
Olsaiure | Linolsaure Olsaure | Linolsaure 
ty 65 65 56 56 
ti 120 120 140 82 
t 14 16,5 1,5 <A 








Obwohl die Spezifitét der Fettsiuredehydrasen erst S. 17 beriihrt 
werden wird, soll das fiir die Dehydrierung der ungesattigten Fettsauren 
verantwortliche Ferment, das im folgenden hauptsichlich untersucht 
wird, zur kurzen Kennzeichnung unter Hinweis auf die substratanaloge 
Lipoxydase als ,,Lipodehydrase“ bezeichnet werden. Da hohe Kon- 
trollwerte, Triibungen und Eigenfirbungen das Arbeiten mit Olsamen- 
extrakten erschweren, wurde die weitere Untersuchung der Lipodehy- 
drase wieder vorwiegend an Gerste vorgenommen, deren klare, fett- 
freie Extrakte keine der genannten Komplikationen zeigten. 

Die Gersten-Lipodehydrase erweist sich als ein echt l6sliches Fer- 
ment. Es werden praktisch die gleichen Entfarbungszeiten beobachtet, 

41 K. Lang u. F. Adickes, diese Z. 262, 123 [1939]. 

4 PP. Fantl u. G. J. Lincoln, Austral. J. exp. Biol. Med. 27, 403 [1949]. 
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ob in tiblicher Weise bei 4000 Touren/Min. (entsprechend 2500 g) oder 
15 Min. bei 15000 Touren/Min. (entspr. 20000 g) zentrifugierte Extrakte 
verwendet werden; J, ist im letzteren Falle wegen des reduzierten 
Trockengewichts etwa 10% héher. Ebensowenig beeinfluBt 24-stdg. 
Dialyse eines Gerstenextrakts gegen flieBendes Leitungswasser oder 
mehrfach gewechseltes dest. Wasser die Enzymaktivitat erheblich, wenn 
man mit nichtdialysiertem, bei der Temperatur des Dialysierbades auf- 
bewahrtem Enzym vergleicht. Das gleiche gilt bei dreitigiger Aufbe- 
wahrung von Gersten- oder Sojaextrakten auf Eis. Eine bei Dialyse 
oder Lagerung bisweilen eintretende geringfiigige Verlingerung der Ent- 
firbungszeiten t wird meist durch die 2—3-fach verlingerte ,,Leerreduk- 
tion’ tg kompensiert. 

Zusatz von 0,1 mg Cozymase (75-proz.), Adenylsiure, Adeno- 
sintriphosphorsaure oder Xanthin iibt keinen eindeutigen, zum 
mindesten keinen aktivierenden EinfluB auf die Fettsiuredehydrierung 
aus, wie Tab. 11 fiir Gerstenenzym + Linolat dartut. 


Tab. 11. EinfluB verschiedener Zusitze auf die Fettsiuredehydrierung mit 
m/20000-2.6-Dichlorphenol-indophenol durch Gerstenenzym (21,5 mg Trockengew.)} 




















Zusatz + m/140-Linolsiure 
(0,1 mg) Ps ti t I 
DTD cceser ws -ai 42 140 10,5 7,1 
Cozymase .... 18 160 9 5,5 
Adenylsfure .. . 39 140 15 4, 
Adenosintriphos- 
phorsiure .. . 35 140 10,5 6,6 
Hypoxanthin. . . 38 140 15 4,0 


Der Befund, daB die pflanzliche Fettsiuredehydrase auch nach 
Dialyse noch aktiv ist und anscheinend keines Cofermentzusatzes be- 
darf, ist sehr bemerkenswert und unterscheidet das Ferment von alteren 
in der Literatur beschriebenen Praparaten tierischer Herkunft, fiir die 
ein notwendiger Zusatz von Adenylsdiure*?-**, Inosinséure** “4, Adeno- 
sin*? oder Hypoxanthin®*, z. Tl. auch noch zusitzlich von Cozymase*, 
angegeben worden war. Nach neuesten Untersuchungen‘**—* ist fiir das 
lésliche Leberferment der 6-Oxydation sowohl Adenosintriphosphor- 
siure (ATP) als auch Coenzym A®*®4® (CoA) — entsprechend dem Ab- 
lauf der Dehydrierung am energiereich®® an Coenzym A gebundenen 
Acylrest — erforderlich. 


43 K. Lang, diese Z. 261, 240 [1939]; K. Lang u. H. Mayer, diese Z. 261, 249 
[1939]; 262, 120 [1939]. 

44 B. Shapiro u. E. Wertheimer, Biochem. J. 37, 102 [1943]. 

4 K. Burton, Nature [London] 161, 606 [1948]. 

46 G.R. Drysdale u. H. A. Lardy, J. biol. Chemistry 202, 119 [1953]. 

47 A. Kornberg u. W. E. Pricer jr., J. biol. Chemistry 204, 329 [1953]. 

48 H.R. Mahler u. S. J. Wakil, J. biol. Chemistry 204, 453 [1953]. 

49 F. Lipmann, Bacteriol. Rev. 17, 1 [1953]. 

50 J. R. Stern, S. Ochoa u. F. Lynen, J. biol. Chemistry 198, 313 [1952] 
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Wir haben zu Ende dieser Untersuchung wenigstens noch einige 
orientierende Versuche in dieser Richtung unternommen, obgleich uns 
nur ein Rohpraparat von Coenzym A (2-proz.) zur Verfiigung stand. 


Tab. lla enthalt das (leider nicht eindeutige) Ergebnis von einigen dieser 


Versuche. 


Tab. 11a EinfluB von ATP, CoA und (vergleichsweise) Cozymase auf die Fettsaure- 
dehydrierung mit m/20000-2.6-Dichlorphenol-indophenol durch Gerstenenzym. 

















+ m/100-Linolsaiure 
Zusatz 
/ t I 
(AROS 24sec fee cs A) ws PES: Se 72 17 4,5 
ke CL 5S ee Se ee : 65 17 4,4 
CoA W2F5 mys. 0. SO. MES Ae Aare 7 4 10,7 
CoA (2,75 mg) + ATP (Img). ..... see 6 3,5 11,9 
NN ee oor 9 4,5 11,1 
CoA (1,37 ae + ATP (0,5 5 mg) bags hee aot 9 4 13,9 
RD on oer a ee es ee, es S % at 90 20,5 3,8 
re (12 ee te See ee meer ; 20 8 7,5 


Wie ersichtlich, erhGht CoA-Zusatz die I-Werte auf das 2—3fache, wahrend 
der zusatzliche ATP-Effekt minimal ist. Die Versuche kranken aber daran, dab 
das verwendete CoA-Rohpraparat — offenbar durch einen Gehalt an unbekannten 
H-Donatoren oder Cofermenten — die Leerreduktion ¢) sehr stark verkiirzt. Es ist 
fraglich, ob J-Werte mit sehr verschiedener ¢)-Basis ohne weiteres miteinander 
verglichen werden kénnen. Der letzte Versuch mit gréBerem Cozymase-Zusatz 
spricht eigentlich dagegen, da auch hier J bei stark reduziertem t)-Wert aufs Dop- 
pelte erhoht wird. Jedenfalls erscheint nach diesem Versuch die Spezifitat des 
CoA-Effekts zweifelhaft.. Eine Entscheidung kann nur die Verwendung reinerer 
CoA-Praparate erbringen. 


3. Zur Kinetik der Lipodehydrase 

a) Der EinfluB der Enzymkonzentration duBerst sich in ahn- 
licher Weise wie friiher bei der Lipoxydase der Gerste*. Man erkennt aus 
den mit variierten Zusitzen hochtourig zentrifugierten Gerstenextrakts 
bei pu 7,4 durchgefiihrten Versuchen der Tab. 12, daB in einem mittleren 
Bereich der Enzymkonzentration (0,5—1,5 ml, entspr. etwa 5—15 mg/ 
Ansatz) Proportionalitaét zwischen dieser und der Dehydrierungsintensi- 
tat J besteht; unterhalb dieses Bereichs besteht Uber-, oberhalb Unter- 
proportionalitat. 


Tab. 12. Einflu8 der Enzymkonzentration auf die Linolatdehydrierung (m/140) 
mit Bindschedlers Griin (m/5000) durch Gerstenextrakt. 




















mg Entfarbungszeit (Min.) 
ml Enzym| Trocken- 
gew. to | i | t I Io 
0,25 2,3 > 300 — 63 0,92 0,40 
0,5 4,65 > 300 _ 15,5 5,8 1,24 
1,0 9,3 300 150 8,5 11,0 1,18 
1,5 13,9 170 — 7 14,2 1,02 
2,5 23,2 75 155 7 13,0 0,56 
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Bei den folgenden Versuchen wurde der Proportionalitatsbereich nach Még- 
lichkeit nicht iiberschritten. 

b) Der pu-EinfluB wurde vergleichend am Gersten- und am 
Sojaenzym untersucht, da sich bei der Lipoxydase starke Unterschiede 
je nach der Enzymherkunft gezeigt hatten’. Sie kehren in ahnlicher Form 
bei der Lipodehydrase wieder (Abb. 1). Wahrend ein Gerstenextrakt 
Linolat (und Oleat) optimal bei py 7—7,5 dehydriert, hat die Linolat- 
dehydrierung durch Sojaenzym ihr Optimum bei px 9—10 (ausgezogene 
Kurven). Versucht man auch hier mit der friiher bei der Lipoxydase an- 
gewandten Methodik zu entscheiden, ob der Aktivitatsabfall reversibler 
oder irreversibler Natur ist, so 1aBt sich erkennen (gestrichelte Kurven), 
daB die Kurveniste fiir Aktivitét und Stabilitaét bei Soja und insbeson- 
dere bei Gerste nur wenig divergieren. Bei éhnlicher pg-Abhangigkeit der 
Aktivitat findet man also hier nicht mehr jene gréBere pa-Spannweite 
der Enzym-Stabilitat, wie sie bei der Lipoxydase im sauren Gebiet in 
Erscheinung getreten war (50-proz. Aktivitatsverlust erst bei pa 4 
(Gerste) bzw. 3 (Soja)). Vielmehr kann im vorliegenden Fall der Aktivi- 
titsabfall als im wesentlickhen durch Enzymzerstérung bedingt angesehen 
werden. 

Der merklich stirkere Abfall beim ,,arbeitenden‘’ — und damit z. B. der 


Farbstoffschadigung ausgesetzten — Ferment ist nach friiheren Erfahrungen**! 
verstandlich. 
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Abb. 1. px-Einflu8 auf Enzymaktivitat (I Linolat, I’ Oleat, ausgezogene Kurven) 

und -stabilitat (II Linolat, gestrichelte Kurven). 
In I und I’ direkte Aktivitatsbestimmung beim betreffenden py, in ‘TI Inkuba- 
tion beim betreffenden px (15 Min. bei 20°), Einstellung von px 7,4, Subtratzugabe 

und anschlieBende Aktivitatsbestimmung. 
In I Ansatze aus 1,5 ml Puffer, 1,0 ml Enzym, Substrat- und Farbstoffkonzentration 
wie im Normalansatz. 
In II Normalansatze mit Bindschedlers Griin in doppelter Konzentration (S. 3). 
Puffer in a) Monoathanolaminphosphat (sek.) + HCl bzw. NaOH®?, in b) Phos- 
phat-Citronensiure (pH 5—7,5) und Veronal (pH 7—9). 





51 J. Freimann u. W. Franke, Liebigs Ann. Chem. 559, 199 [1948]. 
52 H. Thies u. G. Kallinich, Biochem. Z. 324, 485 [1953]. 
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c) Der TemperatureinfluB auf die Enzymstabilitat wurde 
im AnschluB an die Untersuchung der py-Stabilitét und im Hinblick auf 
vorgesehene Reinigungsversuche an optimal gepufferten Gerstenextraik- 


ten (pu 7,0) untersucht. (Abb. 2.) Die ,,Tétungstemperatur“‘ nach der 


{100 ————S= 





% Aktivitat 
S 











10 20 30 40 ~ 60 
Abb. 2. Temperatureinflu8 auf die Stabilitat des Gerstenenzyms. 


Aktivitatsbestimmung an Pufferextrakten (p,; 7,0) bei 30° nach vorheriger 1/,stdg. 
Erwarmung des substratfreien Ansatzes auf verschiedene Temperaturen. Normal- 
ansitze mit Linolat und Bindschedlers Griin, letzteres jedoch in doppelter Kon- 
zentration (m/5000). Enzymtrockengew. 9,0 mg. 
Punktierte Linien zur Ermittlung der .,Tétungstemperatur“. 


Definition v. Eulers®’ (mit Linolat als Substrat gemessen) betrug 57° 
und lag somit etwas hoéher als die der Lipoxydase (53°). 

d) Der Einflu8 der Substratkonzentration wurde an den 
ausreichend léslichen Natriumsalzen der Ol-, Linol- und Linolensaure 
untersucht und ergab das Aktivitits-ps-Diagramm der Abb. 3. In allen 
drei Fallen wurden annahernd symmetrische Kurven erhalten. (Der 
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Abb. 3. Aktivitats-ps-Kurven der Gersten-Lipodehydrase fiir Oleat (I), Linolat (IT) 
und Linolat (III) bei px 7,4. 
Normalansitze (bis auf die variierte Substratkonzentration) mit 1,0 ml Enzym und 
m/10000-Bindschedlers Griin. Durchgezogene gestrichelte Linie entspricht der sonst 
iiblichen Substratkonzentration (m/140). Punktierte Linien zur Ermittlung der 
Michaelis-Konstanten. 


83 H. v. Euler, Chemie d. Enzyme I, 272 (Miinchen 1925). 
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letzte MeBpunkt der Olsdurekurve ist wahrscheinlich fehlerhaft und liegt 
zu tief.) Dies bedeutet, daB eine iiber die Substratsittigung des Enzyms 
hinausgehende Erhéhung der Substratkonzentration reaktionshemmend 
wirkt (z. B. durch Bildung eines Enzym-Substratkomplexes héherer 
Ordnung 58 53> oder bzw. und durch Enzymschidigung, s. u.). Das Kon- 
zentrationsoptimum in der Reihe Olsiiure — Linolsdiure — Linolensaure 
verschiebt sich dabei nach immer niedrigeren Werten als Ausdruck einer 
steigenden Affinitat, aber auch einer mit der Zah] der Doppelbindungen 
zunehmenden ,,inneren‘’ Hemmung des Dehydrierungsvorgangs. So 
liegen die Konzentrationsoptima in der angegebenen Reihenfolge der 
Sauren bei m/70, m/100 und m/200, die zugehérigen Michaelis-Kon- 
stanten bei resp. 9,6, 3,9 und 2,5 x 107°m. 

Eine mit der Zahl der Doppelbindungen zunehmende Hemmung von Atmungs- 
vorgingen durch ungesittigte Fettsiuren ist wiederholt beobachtet worden, z. B. 
bei grampositiven Bakterien®4. Es handelt sich wohl um eine irreversible, denatu- 
rierende Wirkung der Seifen auf Fermentproteine®. Sie kann nach einem 
orientierenden Versuch bei langerer Versuchsdauer auch im Fall der Lipodehydrase 
eine Rolle spielen. 15 Min. lange Inkubation des Enzyms mit m/30-Linolat bei 30° 
inaktivierte zu 70%, 30 Min. lange zu > 99%. In den Versuchen der Abb. 3 lag die 
Entfarbungszeit bei der gleichen Substratkonzentration allerdings bei 5 Min. 


4. Zur Spezifitat der pflanzlichen Fettsiuredehydrasen 


Die geradzahligen gesittigten Fettsiuren von C,, bis Cs wurden in 
Form ihrer Natriumsalze auf ihre H-Donatorfunktion gegeniiber Bind- 
schedlers Griin in Gegenwart von Gerstenextrakt gepriift. Eine Dehy- 
drierung lieB sich herunter bis zur Caprinsaure (C9) feststellen (Tab. 13). 

DaB Capryl- und Capronsiure tatsachlich nicht mehr dehydriert 
werden und ihre Dehydrierung nicht etwa durch eine Erhéhung von fy 
nur verdeckt ist, zeigen die Versuche der beiden letzten Spalten mit 


Tab. 13. Dehydrierung der gesiattigten Fettsiuren (m/350) mit Bindschedlers Griin 
(m/10000) durch Gerstenextrakt (17 mg Trockengew., px 7,2). 








Substrat Entfarbungszeit ¢ (Min.) 
Ai + Caprylsiure | -+ Capronsiure 
Palmitinsiure Cy, 36 bal ss 
Myristinsiure Cy... 35 36 35 
Laurinsaure Ar: 34 39 38 
Caprinséure Gaieus 42 o a 
Caprylsiure Cy, ... 57 es "7 
Capronsiure (C, ... 60 — = 
aed 58 (to) - dh 











538 J, B.S. Haldane u. K. G. Stern, Allgemeine Chemie der Enzyme, 8. 105 
(Steinkopff, Dresden u. Leipzig 1932). 

53b H, Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56, 658 [1934]. 

54 Vgl.z. B. W. Franke u. W. Peris, Biochem. Z. 295, 61 [1937]; W. Franke 
u. A. Schillinger, Biochem. Z. 315, 313 [1944]; W. Franke, L. Leeu. D. Kibat, 
Biochem. Z. 819, 263 [1949]. 

55 M. L. Anson, Science [New York] 90, 256 [1939]; J. gen. Physiol. 28, 239 
[1939]. 
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Capryl- bzw. Capronséurezusatz zu sicher dehydrierbaren Substraten: 
eine Verlingerung der Entfarbungszeit ist nicht mit Sicherheit zu be- 
obachten. 

Im iibrigen sind die Werte der Normalreihe wegen der mit abnehmender 
MolekiilgréBe zunehmenden Lislichkeit der Seifen nur bedingt miteinander ver- 
gleichbar, da die effektiven Substratkonzentrationen in dieser Richtung zunehmen**, 

Hinsichtlich seiner Spezifitaét in der Reihe der gesaittigten Fett- 
siuren erinnert das pflanzliche Ferment an das von Yosii® und Lang® 
beschriebene Leberferment, weicht aber von der coenzym-A-abhiangigen 
Dehydrase Drysdales und Lardys* ab, die im Bereich zwischen C, 
und Cy, optimal wirkt®’. Das wichtigste Unterscheidungsmerkmal der 
Dehydrase aus Gerste und anderen lipoxydasepositiven Pflanzensamen 
gegeniiber allen bekannten tierischen Fermenten liegt aber im bevor- 
zugten Angriff der ungesattigtigten C,,.-Fettsaéuren. Die Frage, ob es 
in Pflanzensamen iiberhaupt nur eine Dehydrase der héheren Fettsiuren 
oder mehrere (z. B. fiir gesattigte und fiir ungesattigte Fettsiuren) gibt, 
ist auf Grund des einstweilen vorliegenden Versuchsmaterials nur mit 
Vorbehalt zu beantworten. 

Grande®, der eine H-Donatorfunktion von Palmitin- und Stearinsaure, nicht 
dagegen von ungesattigten Fettsiuren bei Pflanzensamen festgestellt hatte, war 
geneigt, sogar fiir die beiden gesattigten Fettsiuren getrennt-spezifische Dehy- 
drasen anzunehmen; doch kann seine Argumentation auf der Grundlage von Addi- 
tionsversuchen mit beiden Substraten®® bei den unklaren Léslichkeitsverhaltnissen 
der Seifen nicht als stichhaltig anerkannt werden. 

Nach Tab. 9 lassen sich zwei Pflanzentypen unterscheiden: 1. einer, 
der die Gramineen, Soja, Lein, Hanf und Sonnenblume umfaBt, vermag 
gesittigte und ungesattigte Fettsiuren zu dehydrieren, meist unter 
deutlicher Bevorzugung der ungesittigten; 2. eine zweite Gruppe (mit 
Riibsen, Raps und Kiirbis) dehydriert gesattigte, aber nicht mehrfach 
ungesiattigte Fettsiuren. Das Verhalten gegeniiber Olsdure ist uneinheit- 
lich: von Kiirbis wird sie normal, von Raps nur schwach, von Riibsen 
nicht angegriffen. Vorweggenommen sei, da bei Pflanzen der zweiten 
Gruppe die Fahigkeit zum Angriff mehrfach ungesattigter Fettsiuren 
bei der Keimung auftreten kann (S. 19). 

Nach diesen Daten (erginzt durch die Befunde von Grande® und 
Zeller’) und unter Beriicksichtigung gewisser Erfahrungen iiber die 
Spezifitat von Dehydrasen® liegt es nahe, wenigstens zwei Fettsaure- 
dehydrasen zu unterscheiden: eine vorwiegend auf gesattigte Fettsiuren 
eingestellte ,,SStearico-Dehydrase“ und eine vorwiegend auf mehr- 
fach ungesattigte Fettsiuren eingestellte ,,Lipo-Dehydrase“; bei Ol- 
siure tiberschneiden sich vielleicht die beiden Spezifitaitsbereiche. Als 


56 Zur Hemmung der;Succinodehydrase durch mittlere Fettsiuren vgl. 
W. Franke, diese Z. 280, 76 [1944]. 

5? Auch fiir die Bildung von Coenzym A-Acylverbindungen wird ein Optimum 
bei mittleren C-Zahlen angegeben‘?»48, 

58 Zur Theorie vgl. z.B. J.B.S.Haldane u. K.G.Stern, Allgemeine 
Chemie der Enzyme, S. 121f. (Ste:nkopff, Dresden u. Leipzig 1932). 
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einwandfrei bewiesen kann diese Auffassung allerdings noch nicht 


gelten. 

Bei den meisten Pflanzensamen der ersten Gruppe (Ausnahmen: Hanf und 
Sonnenblume) zeigt sich bereits, da8 Linolensiure der Linolsiure als' Donator 
unterlegen ist. Die Aktivitats-p3-Kurven der Abb. 3 belegen fiir das Gersten- 
ferment die mit der Zahl der Doppelbindungen zunehmende ,,innere‘* Hemmung 
des Dehydrierungsvorgangs weiter. Es ist nun durchaus moglich, daB in anderen 
Pflanzen diese Hemmbarkeit der Substratdehydrierung bei ungesattigten Fett- 
siuren gréBer ist, d. h. daB sich die Konzentrationsoptima der Abb. 3 nach wesent- 
lich niedrigeren Werten verschieben kénnten. Dann wird aus rein auBeren, metho- 
dischen Griinden (zur Acceptorentfarbung nicht mehr ausreichende Substrat- 
konzentration) eine Dehydrierung nicht mehr nachweisbar. Ferner begiinstigt die 
viel bessere Léslichkeit der Salze ungesattigter Fettsiuren konzentrationsmaBig an 
sich schon die letzteren gegeniiber den gesattigten Fettsiuren. 

Das Verhalten der beiden oben erwahnten Pflanzengruppen erinnert iibrigens 
stark an dasjenige der gramnegativen (Typ 1) und der grampositiven (Typ 2) Bak- 
terien gegentiber ungesattigten Fettsiuren®. 


III. Uber Beziehungen zwischen Lipoxydase und 
Lipodehydrase 
1. Verhalten bei der Samenkeimung 

Nach Tab. 9 1aéBt sich hohe Lipodehydrase-Aktivitat nur in lipoxy- 
dasepositiven Samen nachweisen. Da nach friiheren Versuchen (Tab. 2) 
in manchen Pflanzenarten Lipoxydase erst bei der Keimung der Samen 
auftritt, war es von Interesse nachzupriifen, ob das gleiche auch fiir die 
Lipodehydrase gilt. Das ist nach einigen orientierenden Versuchen in cer 
Tat der Fall. Raps und Kiirbis, in deren ruhenden Samen weder 
Lipoxydase noch Lipodehydrase feststellbar ist, erlangen im Verlaufe 
der Keimung von einer bestimmten Hypokotyllinge an mit einsetzender 
Lipoxydasewirkung auch die Fahigkeit zur Linolséure-Dehydrierung. 
Hanf, der im ruhenden Samen geringe Mengen von Lipodehydrase, 
jedoch keine Lipoxydase enthalt, zeigt bei der Keimung eine entspre- 
chende Steigerung der Lipodehydrase-Aktivitaét. Tab. 14, die analog 


Tab. 14. Fettsiuredehydrierung mit Bindschedlers Griin durch Phosphatextrakte 
aus Keimpflanzen einiger Olsamen (Normalansatze). 























Hypo- Substrate 
PF kotyl- — Palmitin-| Stearin- | Ol- Linolsaure 
— Lange saure saure sdiure 
(cm) ty t t t t | tj 
Raps 1 69 29 28 37 28 52 
Hanf 2 48 21 24 19 11 54 
Kiirbis 5 34 _ -- — 9 58 
mg 
Trocken- Iy 
Qo, gew. 
Raps 20 5,0 0,40 0,42 0,25 0,20 
Hanf 85 7,5 0,32 0,25 0,38 0,85 
Kiirbis 120 28,5 _ - _ 0,29 
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Tab. 9 (S. 11) aufgebaut ist, liBt beim Vergleich mit dieser das Gesagte 
gut erkennen. Im unteren Teil der Tabelle sind Lipoxydase-Aktivititen 
(Qo,) und Dehydrase-Aktivititen (5) zusammengestellt. 


In einer vorausgehenden Mitteilung® war bereits vom allméhlichen 
Nachlassen der Lipoxydasewirkung waihrend der Keimung der Gerste 
die Rede gewesen. Es lag nahe, auch diese Versuche durch eine gleich- 
zeitige Untersuchung des Gangs der Lipodehydrase-Aktivitét zu er- 
ganzen. 

Es wurde im Gegensatz zu friiher mit griinen Keimlingen bzw. Pflinzchen 


gearbeitet; hierdurch und jahreszeitlich bedingt, zog sich der Aktivitatsabfall der 
Lipoxydase diesmal langer hinaus als in den friiheren Versuchen. Die Aktivitits- 
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Abb. 4. Abfall der Lipoxydase-Aktivitat (I) und der Intensitat von Linolenat- (IT) 
Linolat- (III) und Oleat-(IV)-Dehydrierung bei der Keimung von Gerste im Lichte. 
Aktivitatsmessungen an Pufferextrakten (pp 7,0) im wesentlichen unter ,,Normal- 
bedingungen“‘ (S. 3), bei der; Dehydrase mit Bindschedlers Griin und den 
Substratkonzentrationen m/210 (II), m/140 (III) und m/70 (IV). Aktivitat des 
ungekeimten Korns = 100 gesetzt. (Zum Entwicklungsstadium des Pflanzen- 
materials in Abhaingigkeit von der Keimdauer vgl. Tab. 1, 1. c.°). 


messungen von Lipoxydase und Lipodehydrase begannen erst am dritten Tage. 
Fiir die letztere war die Konzentration der Substrate (Ol-, Linol- und Linolensaure) 
die jeweils optimale (S. 17). 

Wie man aus Abb. 4 ersieht, nimmt die Dehydrierungswirkung 
gegeniiber den drei ungesattigten Fettsiuren (Kurven II, III, IV) gleich- 
sinnig mit der Lipoxydase-Aktivitat (I) ab, allenfalls — besonders in den 
friiben Keimungsphasen — etwas rascher als diese; doch scheinen nach 
der Divergenz der Kurven II—IV die Versuchsfehler nicht unerheblich 
zu sein, 


Erwahnt sei noch, daB auch die Lokalisation von Lipoxydase und Lipo- 
dehydrase im Gerstenkorn dieselbe ist. Der friiher® erhobene Befund, daB Lipoxy- 
dase nur im Embryo sitzt, konnte fiir den Fall der Lipodehydrase bestatigt werden; 
Endospermextrakte waren wieder véllig inaktiv. 
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2. Nichtidentitét von Lipoxydase und Lipodehydrase 


Die bisherigen Befunde iiber die enge Vergesellschaftung beider 
Fermente legen zwei Deutungsversuche nahe: 1. Lipoxydase und Lipo- 
dehydrase sind identisch; 2. die Wirkung beider Fermente ist ge- 
koppelt. Davon laBt sich die erste Méglichkeit auf Grund verschiedener 
Beobachtungen ausschlieBen. 

a) Ein Gerstenextrakt, der bei px 7,0 im Warburg-GefaéB mit Linolat 90 Min. 
bis zur Inaktivierung (durch Fettséiureperoxyd*) geschiittelt worden war, ver- 
mochte — mit dem Substrat in Thunberg-Réhrchen iibergefiihrt — unter anaeroben 
Bedingungen trotzdem noch Bindschedlers Griin (m/10000) zu entfarben: 

= 9 Min.; t, = 120 Min. 

Die Lipoxydase-Zerstérung war im Parallelansatz nachgewiesen worden: 
Zugabe frischen Substrats zum 90 Min. lang geschiittelten Ansatz bewirkte keine 
weitere Sauerstoff-Aufnahme mehr (vgl. 1. ¢. 7). 

b) Gerstenschrot wurde zur Lipoxydase-Zerstérung 1 Stde. mit Phosphat- 
puffer in der Kugelmihle extrahiert (,,Schiittelinaktivierung’ vgl."). Wahrend 
die durch Zentrifugieren erhaltene Enzymlésung im O,-Versuch inaktiv war, 
reagierte sie im Thunberg-Versuch (mit m/70-Linolat) noch mit Bindschedlers Griin: 

= 29 Min.; ¢, = 110 Min. 

c) Es gibt lipoxydasenegative Pflanzensamen (z. B. Hanf, Tab.9), die (wenn 
auch schwache) Lipodehydrase-Aktivitat aufweisen. 

d) Die py-Stabilitat der Lipoxydase ist im sauren Gebiet erheblich gréBer 
als die der Lipodehydrase (Abb. 1 und 1. c.°, Abb. 3). 


3. Die beschleunigte Dehydrierung ,,anoxydierter“ 
ungesattigter Fettsaéuren 


Mithin blieb der Modus eines méglichen Zusammenwirkens 
beider Fermente zu untersuchen. Es war daran zu denken, daB Fett- 
siureperoxyde steuernd auf die Dehydrierung einwirken kénnten. 


Enzymhemmungen durch Fettsiureperoxyde sind bekannt. So berichten 
z.B. Bernheim, Wilbur und Kenaston®® iiber eine Hemmung von Cyto- 
chrom-, Succino- und Cholin-Oxydase durch katalytisch (mit Ascorbinsaéure oder 
UV-Licht) anoxydierten Linolensiure-methylester. Dubouloz und Fondarai® 
haben unlangst gezeigt, daB Fettsiureperoxyde die SH-Gruppen von Proteinen zu 
oxydieren vermégen. Da von Singer und Barron auch einige fettsiureoxy- 
dierende Fermente (,,Stearatoxydase‘‘ aus Rattenleber, ,,Oleatoxydase“ von B. coli) 
auf Grund spezifischer Hemmungsversuche mit anderen SH-Reagenzien (organ. 
Arsinoxyde, Hg-Verbindungen, Jodessigsiure[amid] u. a.) als ,,Sulfhydrylfermente“‘ 
angesprochen werden, bestand auch fiir unseren Fall die Méglichkeit einer der- 
artigen Peroxydhemmung. 


Es wurde daher in mehreren Versuchen enzymatisch anoxydiertes 
Linolat oder Linolenat zu wblichen Thunberg-Ansiitzen gegeben und 
hinsichtlich seines Einflusses auf die Dehydrierung untersucht. Uber- 
raschenderweise trat das Gegenteil des Erwarteten ein: die anoxydierten 


59 F, Bernheim, K. M. Wilbur u. C. B. Kenaston, Arch. Biochem. Bio- 
physics 88,177 [1952]. 

60 P. Dubouloz u. J. Fondarai, Bull. Soc. Chim. biol. 35, 819 [1953]. 

61 Th. P. Singer u. E.8.G. Barron, J. biol. Chemistry 157, 241 [1945]. 
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Substrate bewirken im Vergleich zu ,,frischen‘‘ eine erheblich beschleu- 
nigte Entfarbung von Acceptorfarbstoffen, wie sowohl fiir Gersten- 
als auch Sojaenzym nachgewiesen wurde. 

Das Substrat wurde in Warburg-Ansatzen mit stark verdiinntem Enzym bis 


zur Erreichung einer bestimmten Sauerstoff-Aufnahme unter Luft geschiittelt, 
dann zusammen mit diesem Enzym in Thunberg-Réhrchen iibergefiihrt und mit 


Tab. 15. Entfarbungszeiten (Min.) von Bindschedlers Griin und 2.6-Dichlor-phenoi- 
indophenol mit frischem und enzymatisch anoxydiertem Linolat. 
Sauerstoff-Aufnahme in a) 15%, b) 8,5%, c) 11%, d) 12% von 1 Mol. O,/Moi. 
Linolat; W = im Warburg-Thermostaten vorgeschiittelter Teilansatz. 


























A - Substrat 
r- 
farbetoff Pflanze _ frisch anoxydiert 
3 t t | ti 
Bindschedlers a) Gerste > 140 18 <a > 100 
Griin (m/5000) | b) Soja > 150 25 i | > 120 
2.6-Dichlorphe- 

: Gerste 100 17 5 120 
nol-indophenol s) Ge ; 
(m/20000) d) Soja 47 9 5 30 

verd. Enzym 2,0 2,0 2,0 2,0 
Zusammen- m/20-Linolat “= 0,5 Oss Ww re, Ww 
setzung der - konz. Enzym 2,0 2,0 2,0 2,0 (gekocht) 
Ansatze (ml) Farbstoff 0,5 0,5 0,5 0,5 
Puff. px 7,0 0,5 — a oe 





einem UberschuB (Gerste 10-fach, Soja 200-fach) an konzentriertem Enzym sowie 
Acceptorfarbstoff versetzt; nach dem Evakuieren wurde bei 30° auf Entfarbung 
beobachtet. Die hierbei erzielten Ergebnisse zeigt Tab. 15. Im oberen Teil der Tab. 
sind die Entfarbungszeiten, im unteren die Zusammensetzung der Ansitze an- 
gegeben. 

Schon nach Aufnahme von etwa 10% der theoretischen O,-Menge 
iibt das anoxydierte Substrat eine Beschleunigung aus, die gegeniiber 
den Vergleichsansitzen mit frischem Substrat bei Bindschedlers Griin 
etwa das 20—30-fache, bei Tillmans’ Reagens das 2—3-fache aus- 
macht. Die Versuche der letzten Spalte, in denen nach dem Anoxydieren 
des Linolats das konzentrierte Enzym in inaktivierter Form zugegeben 
wurde, belegen, daB nur der enzymatische Vorgang so auffallig be- 
schleunigt wird. 

Die aktivierende Wirkung der Anoxydation des Substrats 148t mit 
steigender Sauerstoff-Aufnahme wieder nach, stiirker bei Linolen- als 
bei Linolsiure, wie Abb. 5 veranschaulicht. 

Diese Versuche wurden methodisch etwas einfacher durchgefiihrt als die oben 
beschriebenen. Es wurde hier gleich eine starke Enzymlésung mit dem Substrat im 
Warburg-GefaB geschiittelt. Nach Abbruch der Sauerstoff-Reaktion bei bestimmten 
Sauerstoff-Aufnahmen brauchten diese Ansitze nur noch in Thunberg-Réhrchen 
iibergefiihrt, dort mit Farbstoff versetzt und evakuiert zu werden. 

Bei diesen Versuchen ergab sich iibrigens die Unméglichkeit, Kontrollen mit 
in Substratgegenwart gekochtem Enzym durchzufiihren. Nach dem Aufkochen 
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der vollstandigen Ansitze wurden namlich Entfarbungszeiten erhalten, die sich 
kaum von denjenigen mit aktivem Enzym unterschieden. Durch das Kochen der 
kompletten Ansatze werden offenbar (etwa durch Emulgierungseffekte) ganzlich 
andere Bedingungen geschaffen, die solche Ansatze als Kontrollen wertlos machen. 
Die bei getrennter Zugabe von gekochtem Enzym zu nicht gekochtem anoxydierten 
Substrat erhaltenen Ergebnisse (vgl. Tab. 15) stellen aber die enzymatische 
Natur der Aktivierungseffekte auBer Zweifel. 
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Abb. 5. Aktivierung der Dehydrierung durch enzymatische Anoxydation von 
Linolat (I) und Linolenat (II) in Abhangigkeit von der Sauerstoff-Aufnahme mit 
Gerstenenzym. 


Messung der Lipodehydrase-Aktivitét in Ansitzen aus 2,0 ml Phosphatextrakt 
(py 7,4), 0,5 ml m/10-Substrat und mit Bindschedlers Griin (m/5000). Trocken- 
gewichte in I 15,5 mg, in II 6,1 mg. 


Eine erginzende Versuchsreihe befaBte sich mit der Frage, ob auch 
nichtenzymatisch anoxydierte (d.h. autoxydierte) Fettsiuren die 
enzymatische Dehydrierung aktivieren. 

Hierzu wurde freie Linolsiure im Quarzreagensglas in diinner Schicht 4 Stdn. 
mit UV-Licht bestrahlt bis zu einer (aus der Gewichtszunahme errechneten) 
Sauerstoff-Aufnahme von 12,5% eines Mol. Sauerstoff/Mol. Linolsiure. Diese 
autoxydierte Linolsiure wurde dann wie iiblich mit Natronlauge neutralisiert. 

Beim Vergleich des durch Photokatalyse anoxydierten Substrats 
mit dem unvorbehandelten zeigte sich wieder eine beschleunigte Ent- 
firbung von Bindschedlers Griin und Tillmans’ Reagens, wenngleich 
die Beschleunigungseffekte hier kleiner (2—2,5-fach) waren (Tab. 16). 


Tab. 16. Einflu8 einer nichtenzymatischen (durch UV-Licht bewirkten) An- 
oxydation von Linolat auf die Entfarbungszeit (Min.) von Bindschedlers Griin und 
2.6-Dichlorphenol-indophenol mit Gerstenenzym (14 mg Trockengew.) bei px 7,0. 








Bindschedlers Griin 2.6-Dichlorphenol- 
Substent (m/140) (m/5000) indophenol (m/20000) 
frisches Linolat . . . t 7,5 8,5 
i 120 100 
anoxydiertes Linolat . t k 3 4,5 
ti 120 100 
tn to 120 42 
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Wie die dehydrierungsaktivierende Wirkung von Produkten der 
Fettsiureoxydation zu erkliren ist, mu weiteren praparativen Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 

Grundsatzlich kénnte entweder die Peroxydgruppe oder das konjugierte Dop- 
pelbindungssystem dieser Peroxyde maBgebend fiir den Aktivierungseffekt sein. 
was noch nachgepriift werden muB8. Ein orientierender ,,Modellversuch*‘ mit der 
dreifach konjugiert-ungesattigten Elaostearinsaure («- und f-Form) als Sub- 
strat in Dehydrierungs-Normalansitzen mit Bindschedlers Griin wurde bereits 
durchgefiihrt (Tab. 17). 


Tab. 17. Vergleichende Dehydrierung von Linolensiure, «- und £-Elaostearinsaéure 
(m/140) mit Bindschedlers Griin und Gerstenenzym. 











to t (Min.) 
(Min.) Linolensaure | «-Elaostearinsiure | B-Elaostearinsaure 
240 17 | 55 | 105 


Wie ersichtlich, sind die Entfarbungszeiten mit den beiden Elaostearinséuren 
erheblich langer als mit Linolensaiure. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, daB 
die Natriumsalze der Elaostearinsiuren infolge ihrer Schwerlislichkeit im Gegensatz 
zum Natriumlinolenat nur z. Tl. gelést vorlagen. 

Man wird bei der Deutung des Peroxydeffekts u. U. auch die sterischen 
Verhiltnisse zu beriicksichtigen haben. Neueste amerikanische Untersuchungen ®: 64 
am Linolsaiure-methylester haben gezeigt, daB den autoxydativ gebildeten Hydro- 
peroxyden hauptsichlich die cis-trans- neben der trans-trans-Konfiguration, aber 
offenbar nicht mehr die cis-cis-Konfiguration des urspriinglichen Substrats zu- 
kommt. Es erscheint immerhin denkbar, daB8 Konjugatjon und Konfigurations- 
anderung der Doppelbindungen zusammen zu leichter dehydrierbaren Substraten 
fiihren. 


4. Zur Zellbedeutung der Lipoxydase 


Wie einleitend bereits erwahnt, sind unsere Kenntnisse in diesem 
Punkte noch éuBerst mangelhaft. Die als Hauptweg des Fettsiureabbaus 
fiir die Pflanze mehr vermutete als bewiesene /-Oxydation® und die 
anscheinend nur sporadisch verbreitete und chemisch in eine ,,Sackgasse‘‘ 
fiihrende Lipoxydasewirkung standen beziehungslos nebeneinander. 


Holman® hatte die Ansicht geiuBert, daB die Bedeutung der Lipoxydase 
méglicherweise nur in der Auslésung der Fettsiureoxydation bestehe, die dann 
als Kettenreaktion autokatalytisch weiterlaufe. Er war zu diesem Schlu8 auf Grund 
des Befundes gekommen, daf in keimender Soja die Lipoxydase-Aktivitat bereits 
nach zwei Tagen scharf abfallt, zu einer Zeit, wo ein Substratschwund erst allmah- 
lich einsetzt. Hickman® hat die — im Prinzip in entgegengesetzte Richtung 
gehende — Vermutung ausgesprochen, daB es eine der physiologischen Funktionen 
des Tocopherols sei, den Ablauf der erwiinschten Oxydation durch Lipoxydase 


8 0.8. Privett, W.O.Lundberg, N.A. Khan, W.E.Tolberg u. 
D. H. Wheeler, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 30, 61 [1953]. 

62a N. A. Khan, W. O. Lundberg u. R. T. Holman, J. Amer. chem. 
Soc. 76, 1779 [1954]. 

83 Vgl. E. H. Newcomb u. P. K. Stumpf, Phosphorus metabolism II. 8.291; 
(The Johns Hopkins Press, Baltimore 1952). 

64 R. T. Holman, Arch. Biochemistry 17, 459 [1948]. 
6 K. Hickman, Arch. Biochemistry 17, 360 [1948]. 
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zu gestatten und unerwiinschte Neben- und Folgereaktionen zu unterdriicken. (Eine 
ganz ahnliche Vorstellung ist unlangst hinsichtlich der lipoxydaseahnlich wirkenden 
Haminproteide des héheren tierischen Organismus entwickelt worden®.) Auch 
die zahlreichen, in der Literatur beschriebenen Sekundairoxydationen zellver- 
trauter Stoffe (Carotinoide, Tocopherol, Chlorophyll a und b, Hamin, Ascorbin- 
siure, Adrenalin, Dopa, Biotin u. a.) sind bisweilen als physiologisch bedeutsam 
angesehen worden (Literatur s. 1. c.?). 

Die vorliegende Untersuchung liefert erstmals konkrete Hinweise fiir 
ein Zusammenwirken von Lipoxydase und Fettsiuredehydrasen. Danach 
kénnte die Rolle der Lipoxydase darin bestehen, daB sie den Abbau der 
hdheren ungesattigten Fettsiuren nach dem Schema der /-Oxydation 
durch begrenzte Peroxydbildung einleitet bzw. beschleunigt. 

Vielleicht bestehen hier Beziehungen zur ,,pseudclipoxydatischen“’ Wirkung 
der Haminproteide und zur immer noch nicht geklarten Funktion der mehrfach 
ungesattigten Fettsiuren im tierischen Fettstoffwechsel. Vermutungen der Art, 
,.daB der Linolséure im tierischen Stoffwechsel eine richtende Rolle zukommt*“‘*’, 
sind auf Grund von in vitro-®’ wie in vivo-Versuchen® wiederholt geauBert worden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Gewahrung 
einer Sachbeihilfe zu dieser Untersuchung. 


Zusammenfassung 


1. Lipoxydase kommt in Pflanzen verbreiteter vor, als es bisher den 
Anschein hatte. In einer Reihe von Olsamen tritt sie erst bei der Kei- 
mung auf. In ruhenden Mohn- und Rapssamen lassen sich Inhibitoren 
der Lipoxydase nachweisen; sie unterscheiden sich durch Unléslichkeit 
in Petrolither von dem Inhibitor im ruhenden Gerstenkorn (wobl 
Tocopherol). 

2. Der Chemismus der Lipoxydasereaktion in Gerste und Soja ist 
offenbar identisch; in beiden Fallen entstehen konjugierte Dien-Hydro- 
peroxyde. 

3. Fettsiuredehydrasen scheinen in Pflanzensamen allgemein ver- 
breitet zu sein. Ihr Nachweis gelingt besonders leicht mit dem Indamin- 
farbstoff Bindschedlers Griin als Wasserstoff-Acceptor. Waihrend manche 
Pflanzensamen (Riibsen, Raps, Kiirbis) nur héhere gesattigte Fettsauren 
und allenfalls Olsiure angreifen, dehydrieren andere (Gramineen, Soja, 
Lein, Hanf, Sonnenblume) auch Linol- und Linolensiaure. In lipoxydase- 
positiven Samen (Gramineen, Soja, Lein) ist die Dehydrierung der letzte- 
ren bei weitem intensiver als die der gesattigten Fettsiuren. In manchen 
Samen (Raps, Kirbis) tritt bei der Keimung mit der Lipoxydase auch 
das Vermégen zur Dehydrierung der mehrfach ungesattigten Fettsauren 
auf, 

4. Eine Reihe von Argumenten sprechen fiir das Vorkommen wenig- 
stent zweier Fettsiuredehydrasen in Pflanzensamen: einer vorwiegend 
auf hohere gesattigte Fettsaiuren (bis herab zu C,9) eingestellten ,,Stearico- 


66 A. L. Tappel, Arch. Biochem. Biophysics 47, 223 [1953]; 50, 473 [1954]. 
67 E. Annau, A. Eperjessy u. Z. L. Zathureczky, diese Z. 279, 66 [19431. 
88 §. Skraup, F. Strieck u. J. Schorn, diese Z. 259, 1 [19391. 
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Dehydrase“ und einer vorwiegend auf mehrfach ungesattigte Fettséuren 
eingestellten ,,Lipo-Dehydrase“, deren Spezifitiatsbereiche sich vielleicht 
bei Olsiure tiberschneiden. Die pflanzlichen Fettsauredehydrasen sind 
auch nach Dialyse noch aktiv und scheinen keines Cofermentzusatzes zu 
bediirfen. Die eventuelle Beteiligung von Coenzym A muB noch mit Rein- 
praparaten gepriift werden. 

5. Die Kinetik der Lipodehydrase wurde untersucht. Soja- und 
Gerstenferment unterscheiden sich im pu-Optimum (9—10 bzw. 7) 
ahnlich wie die Lipoxydase beider Pflanzen. Die ,,T6tungstemperatur‘ 
des Gerstenenzyms liegt bei 57°. Die Aktivitits-pg-Kurven zeigen aus- 
gesprochene Konzentrationsoptima (fiir Ol-, Linol- und Linolensaure 
bzw. bei m/70, m/100 und m/200), worin auBer Affinitétsunterschieden 
wohl auch eine mit der Zahl der Doppelbindungen des Substrats zu- 
nehmende innere Hemmung des Dehydrierungsvorgangs zum Ausdruck 
kommt. 

6. Trotz auffallendcm Parallelismus in Vorkommen und Aktivitits- 
anderungen bei der Keimung sind Lipoxydase und Lipodehydrase nicht 
identisch. 

7. Lipoxydatisch anoxydierte Substrate werden wesentlich — je 
nach Acceptor 2—30-fach — rascher dehydriert als _,,frische‘. Der 
Effekt zeigt ein Maximum bei Autoxydationsgraden von etwa 10% der 
Theorie. Es wird eine Arbeitshypothese aufgestellt, wonach Lipoxydase 
als Initiator bzw. Beschleuniger der Fettsiuredehydrierung (im Sinne 
der £-Oxydation) wirkt. 
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Zur Bestimmung des Carnitins 


Von 
Erich Strack und Irmgard Lorenz 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Karl-Marx-Universitiét Leipzig 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1954) 


Das 1-Carnitin, (CH;);+N-CH,-CHOH-CH,-COO-, hat in den letzten 
Jahren erneut groBes Interesse ausgelést ; denn seine chemische Struktur 
la8t einen sehr vielfaltigen und tiefgreifenden Einsatz im Tierk6rper 
als méglich erscheinen. Jedoch ist seine wahre physiologische Bedeutung 
bislang ungeklart geblieben. Einer der Griinde hierfiir ist das Fehlen 
zuverlassiger quantitativer Mikrobestimmungsmethoden, um Carnitin 
unter den wechselnden Bedingungen des physiologischen Geschehens 
studieren zu kénnen. 


Zwar gibt es zahlreiche Bestimmungsverfahren fiir dieses Betain, jedoch sind 
sie im obigen Sinne nur beschrankt brauchbar. Chemische Verfahren!, bei denen 
das Carnitin als Chloraurat, Chloroplatinat oder Reineckat dargestellt wird, 
erfordern eine umfangreiche Vorreinigung und viel Ausgangsmaterial. Insbesondere 
die schwerléslichen Reineckate sind zur quantitativen Ermittlung kleiner Mengen 
Betaine benutzt worden, indem sie nach der Isolierung entweder gewogen?»* oder 
kolorimetrisch*»>»* bestimmt wurden. Man kann auch ihren Chromgehalt titri- 
metrisch bestimmen?»®»® oder sie nach Zerlegen durch Silberionen mit Natron- 
lauge?® titrieren. Fiir Mikrobestimmungen entstehen trotz der Schwerléslichkeit 
der Reineckate bei UberschuB8 an Fallungsmittel? aber doch zu groBe Verluste, 
wenn zugleich die erforderliche Reinheit des Derivates garantiert sein soll. 

Auch nach anderen Prinzipien arbeitende Verfahren sind von uns studiert 
worden. Nach Pien, Désiraut und Rochelle" erlaubt der aus quartiren Ammo- 
niumverbindungen und Bromphenolblau entstehende Farbstoff, diese in Chloroform 
kolorimetrisch zu bestimmen. Nach dem Verfahren von Lintzel!”, der die Tri- 


1 Siehe M. Guggenheim, Die biogenen Amine. 4. Aufl., 8S. Karger Verlag, 
Basel 1951. 

2 E. Strack u. H. Schwaneberg, diese Z. 245, 11 [1936]. 

3 J.B. Wilson, J. Assoc. off. agric. Chemists 85, 455 [1950]. 

4 ¥F.J.R. Beattie, Biochem. J. 30, 1554 [1936]. 

5 R.E. Pankratz u. F. J. Bandelin, J. Americ. pharmac. Assoc., sci. 
Edit. 39, 238/40 [1950]. 

°F. J. Bandelin u. R. E. Pankratz, J. Americ. pharmac. Assoc., sci. 
Edit. 42, 442 [1953]. 

7 E. Kahane u. R.Coupechoux, Bull. Soc. chim. France (5) 8, 1588 
[1936]. 

8 H. Miiller, diese Z. 266, 205 [1940]. 

® V. J. Trusov, Biochemie (russ.) 15, 496 [1950]. 

10 H. G. Walker jr. u. R. Erlandsen, Analytic. Chem. 28, 1309 [1951]. 

1 J, Pien, J. M. Désiraut u. Rochelle, Ann. Falsificat. Fraudes 44, 
290 [1951]. 
122 W. Lintzel, Biochem. Z. 278, 243 [1934]. 
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methylamingruppe hydrolytisch abspaltete und nach Kjeldahl] bestimmte, kénnen 
zwar wenige mg Carnitinchlorid erfaBt werden, aber die Methode ist fiir Mikro- 
bestimmungen aus dem Gewebe wenig empfindlich und nicht spezifisch genug. 
Garkawi® berichtete kiirzlich iiber derartige Carnitinbestimmungen. Die an- 
scheinend spezifische Methode von Fraenkel und Frébrich™®, die Vitaminnatur 
des Carnitins fiir gewisse Mehlmotten auszunutzen, ist umstandlich, wie auch der 
Nachweis auf Grund der Methyldonatoreigenschaften des Carnitins uns bisher 
nicht gliickte. Neuartige Verfahren vereinfachen jedoch die Vorreinigung weit- 
gehend, wodurch weitere Mikrobestimmungen méglich werden. Fraenkel!® ad- 
sorbierte das Carnitin an Fullererde oder reicherte es durch Ausschiitteln mit 
Phenol an. Besser noch ist die Papierchromatographie einzusetzen. 


Wie wir in einer friiheren Arbeit?” bereits mitteilten, gelang es 
uns, mit Hilfe der aufsteigenden Papierchromatographie das Carnitin 
von den sich ahnlich verhaltenden quartiren Basen Glykokollbetain 
und Cholin abzutrennen, nicht aber vom Crotonsiurebetain. Am besten 
eigneten sich fiir die Trennung Gemische aus mit Wasser mischbaren 
Lésungsmitteln und Ammoniak, wie Methanol/, Athanol/ und n-Pro- 
panol/Ammoniak/Wasser-Gemische. /-Carnitin und d, /-Carnitin haben 
in diesen Lésungsmittelgemischen die gleichen Ry-Werte. Bei Ver- 
wendung von hydrophoben Lésungsmitteln zum Entwickeln der Chro- 
matogramme werden die Ry-Werte infolge der Schwerléslichkeit der 
Betaine in diesen erwartungsgeméB sehr klein. Im Lésungsmittelge- 
misch von Butanol/Kisessig/Wasser haben die Betaine zwar giinstige 
mittlere Rp-Werte, lassen sich aber nicht voneinander trennen. 


Wenn es uns auch nicht gelang, Carnitin und Crotonsaurebetain 
papierchromatographisch zu trennen, so ist diese Art der Bestimmung 
doch brauchbar, da Crotonséurebetain wahrscheinlich kein kérper- 
eigener Stoff ist. Bregoff!® und Mitarbeiter haben kiirzlich die Iso- 
lierung kleiner Mengen Carnitin durch Papierchromatographie auf ganz 
aihnlichem Wege, wie wir sie ausfiihrten, beschrieben. AuBerdem lieB 
sich das Carnitin vom Cholin und Glykokollbetain mit Hilfe der Papier- 
elektrophorese bei pq 3,0 bis 3,8 (Citrat/Salzsiure nach Sorensen) 
gut abtrennen. 

Sichtbar machen lassen sich die Betaine mit Jod. Das Anfarbever- 
fahren mit Dragendorff’s Reagens!® bietet gegeniiber der nachstehend 
beschriebenen Jodreaktion keine Vorteile. Einmal ist es etwas weniger 
empfindlich, und dann mu8 die Lage des Substanzfleckes im Parallel- 
streifen ermittelt werden, wenn man das Carnitin auswaschen und weiter 
identifizieren will. 


13 P, G. Garkawi, Biochemie (russ.) 18, 302 [1953]. 

14H. E. Carter, P. K. Bhattacharyya, K. R. Weidman u. G. Fraen- 
kel, Arch. Biochem. Biophysics 85, 241 [1952]. 

16 G. Frébrich, Naturwiss. 40, 556 [1953]. 

16 G. Fraenkel, Arch. Biochem. Biophysics 34, 468 [1951]. 

17 E. Strack, H. Rohnert u. I. Lorenz, Chem. Ber. 86, 525 [1953]. 

18 H.M. Bregoff, E. Roberts, C.C. Delwiche, J. biol. Chemistry 205, 
565 [1953]. 
a8"D; 1G, ss ao. 








1954) 


nnen 
ikro- 
nug. 
 an- 
atur 
. der 
isher 
veit- 
 ad- 

mit 


r es 
itin 
fain 


nd 
er 
e]- 
er 





Bd. 298 (1954) Zur Bestimmung des Carnitins 99 


Mit Joddampf?® farben sich die Betaine und Cholin gut an, wobei 
sich intensiv braune Flecken auf braunem Grund bilden. Cholin gibt 
hierbei einen schwarzbraunen, Carnitin und Glykokollbetain einen mehr 
gelbbraunen Farbton. Noch besser sichtbar werden die Betaine, wenn 
man diese mit Jod angefarbten Streifen in eine aus festem Ammonium- 
chlorid und festem Natriumhydroxyd erzeugte Ammoniakatmosphire 
hiingt, weil sich hierbei der braune Grund aufhellt und die Farbe der 
Substanzflecken noch vertieft, wie Reimann* 1949 an unserem Institut 
fand. Schneller und auch sparsamer kommt man zum Ziel, wenn das 
Chromatogramm mit einer 0,5-proz. Lésung von Jod in absol. Ather 
getrinkt wird. Das ist zulassig, da die Betaine auf Grund ihres Salz- 
charakters in wasserfreien organischen Lésungsmitteln unléslich sind. 


Ein Nachteil der Anfarbemethode ist die geringe Empfindlichkeit, die 
bei den einzelnen Basen unterschiedlich ist. Von Glykokollbetain-chlorid 
lassen sich eben noch 200 y, von Carnitin-chlorid 100 y und von Cholin- 
chlorid 50 y nachweisen. Nachteilig ist auch die Unbestiindigkeit der 
Jodreaktion. Man mu8 nach dem Anfarben den Substanzfleck sofort 
mit Bleistift umreiBen und so festlegen. Da das Carnitin durch die 
Reaktion mit Jod chemisch nicht veraindert wird, was wir durch ver- 
gleichende Titration zwischen angefarbtem und nicht angefirbtem Car- 
nitin feststellten, so kann man den so markierten Stoff weiter verarbeiten. 


Man hat also in der Papierchromatographie und in der Elektro- 
phorese wertvolle Hilfsmittel in der Hand, Carnitin abzutrennen und 
zu isolieren. Nicht aber gelang es, das Carnitin durch unmittelbares 
Anfiarben auf dem Papier quantitativ zu bestimmen. Somit war es die 
nichste Aufgabe, Verfahren zu finden, die es gestatten, die isolierten 
Mikromengen quantitativ zu ermitteln. 

Zwei Wege schienen uns dafiir geeignet zu sein, die beide iiber das 
Crotonséurebetain fiihren, das sich leicht aus Carnitin durch Dehydra- 
tisierung bildet?!. Das entstandene Crotonséurebetain kann nun ent- 
weder oxydimetrisch mit Kaliumpermanganat bestimmt werden?’ oder 
es kann die von uns friiher beschriebene kraftige acetylcholinaihnliche 
Reizkraft seines Methylesters an isolierten Organen fiir seine Bestim- 
mung ausgenutzt werden”. So spricht das Straub’sche Froschherz noch 
auf Mengen von 20—50 my gut an. 

Beide Verfahren sind auf Grund des Arbeitsganges spezifisch fiir 
Carnitin. Unsere Bestimmungsverfahren gliedern sich in folgende drei 
Teilarbeitsginge: 1. Verlustfreie Isolierung des Carnitins, die nach 
obigen Verfahren gelingt, 2. seine quantitative Uberfiihrung in Croton- 
siurebetain und 3. die Titration des letzteren mit Kaliumpermanganat 
bzw. die biologische Bestimmung seines Methylesters. 


20 G. Brante, Nature [London] 168, 651 [1949]. 

21 R. Engeland, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2211 [1921]. 
22 EK. Strack u. K. Férsterling, diese Z. 257, 1 [1938]. 
* Unveriffentlichte Versuche, W. Reimann. 
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Die wichtigste Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der Methode 
ist die méglichst quantitative Uberfiihrung des Carnitins in Crotonsiaure- 
betain. Wir priiften Phosphorpentoxyd und konz. Schwefelsiure nach 
dem Verfahren von Engeland*', das sich am besten bewahrte und ge- 
stattete, noch wenige Hundert y Carnitin zu Crotonsdurebetain umzu- 
setzen. Da Carnitin, wie Lintzel und Fomin®* feststellten, erst bei 
héherer Temperatur und langerer Einwirkung Kaliumpermanganat 
verbraucht, andererseits aber die Doppelbindung des Crotonsaurebetains 
sehr leicht angegriffen wird?!, lassen sich durch abgepaBte Bedingungen 
auch kleinste Mengen Crotonsiurebetain neben Carnitin titrieren. 
Crotonsdurebetain verbraucht unter unseren Bedingungen 10 Aqui- 
valente Sauerstoff. 

Wir haben zahlreiche Versuche angestellt, um die Genauigkeit des 
Verfahrens zu priifen. Hierfiir haben wir 1. reines Crotonsiurebetain- 
chlorid, 2. reines Carnitinchlorid und 3. beide Betaine nach erfolgter 
Wanderung im Papier durch Auswaschen sowohl. ohne es anzufairben 
als auch nach dem Anfarben mit Jod quantitativ bestimmt. Wie aus den 
Titrationsergebnissen hervorgeht, 1aéBt sich das Carnitin praktisch 
quantitativ in Crotonsaurebetain iiberfiihren. Mittels Permanganat- 
titration erhalt man genaue Werte bei den reinen Stoffen. Fehler ver- 
ursacht evtl. die Schwefelsiure, die zur Dehydratisierung des Carnitins 
und zur Permanganatoxydation verwendet wird, wenn sie einen merk- 
lichen Blindwert ergibt. Wenn das Carnitin vor seiner Uberfiibrung ins 
Crotonséurebetain im Papier gewandert ist und ausgewaschen wurde, 
treten Papierblindwerte auf, die trotz gleicher Papiergr6Be unterschiedlich 
sein kénnen. Immerhin ist auch hier die Genauigkeit groB genug. Fir 
die Titration ist es vorzuziehen, die Lage des Carnitins im Chromato- 
gramm auf einem Parallelstreifen festzustellen, da beim angefarbten 
Papier ein héherer Blindwert auftritt als beim nicht angefiarbten. 

Um die Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion heraufzusetzen, kann 
man mit n/200- und n/500-Kaliumpermanganat titrieren. Reines, um- 
gesetztes Carnitin lat sich bei 300 y mit einer Fehlerbreite von + 5%, 
bestimmen. Sind dagegen derartig kleine Mengen Carnitin im Papier 
gewandert und aus ihm eluiert worden, so treten die Blindwerte stérend 
hervor, da sie im Verhaltnis zu den Carnitinwerten zu groB und zu 
wechselnd sind. Fiir die Titration sind deshalb die giinstigsten Mengen 
1—3 mg Carnitinchlorid. 

Die biologische Testung als Methylester®? hat gegeniiber der che- 
mischen eine héhere Empfindlichkeit, aber auch eine gréBere Fehler- 
breite von mindestens + 5%, sie ist jedoch fiir Untersuchungen des 
Carnitinstoffwechsels in den Fallen vorzuziehen, in denen man sehr 
kleine Mengen bestimmen will. Um die quantitativen Bedingungen fiir 
die Trennungen und fiir die Umwandlungen auszuarbeiten, haben wir 
vorerst die reinen Stoffe verwandt. Das von uns zumeist verwendete 


23 W. Lintzel u. S. Fomin, Biochem. Z. 238, 438 [1931]. 
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synthetische d,J-Carnitin verhielt sich fiir unsere Fragen wie das natiir- 
liche 1-Carnitin, wenn auch die beiden Stoffe sich in ihrem sonstigen 
Verhalten unterscheiden?’. 


Beschreibung der Methode 
1. Die Abtrennung des Carnitins von stérenden Begleitstoffen 


a) mittels Papierchromatographie: 3—5cmm einer Lésung, die von 
dl-Carnitin-chlorid, J-Carnitin-chlorid, Crotonsaiurebetain-chlorid 
und d,l-Carnitin-nitril-chlorid je 200y, von Glykokollbetain-chlorid 
250 y und von Cholin-chlorid 100 y bzw. Gemische dieser Substanzen enthilt, 
werden auf den Startpunkt eines 50cm langen und 3 cm breiten Streifens auf- 
getragen. Es wird nach der aufsteigenden Methode mit den in Tab. 1 angegebenen 
Lésungsmittelgemischen gearbeitet. Nach 7—12 Stdn. ist die Wanderung beendet. 
Der Streifen wird bei Zimmertemperatur getrocknet, um zu verhindern, da8 sich 
infolge der alkalischen Reaktion die Trimethylamingruppe abspaltet. Durch 
Tranken in einer 0,5-proz. atherischen Jodlésung wird dann der Streifen angefarbt 
und der Carnitinfleck herausgeschnitten. 


Tab. 1. Ry-Werte einiger Betaine und Basen, Papier 2043b Schleicher & Schiill, 
Temperatur 20°, Laufzeit 7 Stdn. 

















CH,OH/NH,/H,0 | C,H,OH/NH,/H,0| "Erpanol/ 

(93:2:5) (90:5:5) NH,/H,0 

-_ -” (85:5: 10) 
l-Carnitin-chlorid. .... 0,51 0,20 0,13 
d,l-Carnitin-chlorid . . . . 0,51 0,19 0,12 
Crotonsaurebetain-chlorid . 0,51 0,19 0,12 
d,l-Carnitin-nitril-chlorid. . 0,70 0,52 0,34 
Glykokollbetain-chlorid . 0,55 0,33 (0,30)18 0,21 
Cholin-chlorid . ..... 0,67 0,51 (0,48)!8 0,32 


Dichte der Ammoniaklésung bei 20°: 0,910. 


b) mittels Papierelektrophorese: Unsere Anordnung* ist folgende: 
In einem mit Wasserdampf gesattigten Exsiccator von etwa 30 cm Durchmesser 
befinden sich 6 Becherglaser, die mit Citrat/HCl-Pufferlésung nach S¢rensen vom 
pu 3 bis 3,8 gefiillt werden. In die beiden mittleren, gegeniiberstehenden Becher- 
glaser werden zwei Platinelektroden eingetaucht. Uber je zwei der sich gegeniiber- 
stehenden vier anderen Becherglaser wird je eine Glasplatte gelegt, auf die man 
die mit der gleichen Pufferlésung getrankten Elektrophoresestreifen, die etwas 
schmaler sein sollen als die Glasplatten, legt. Luftblasen unter dem Streifen werden 
durch Uberrollen mit einem Glasstab entfernt. Die beiden iiberhangenden Papier- 
enden tauchen in die Becherglaser ein. Zu beachten ist, daB die Glasplatten vollig 
horizontal liegen und daB ihr Rand trocken ist, weil sonst der Strom seinen Weg 
nicht durch das Papier nimmt. Die zwei den Elektrodengefi8en benachbarten 
Becherglaser sind durch einen mit der gleichen Pufferlésung gefiillten Glasheber 
mit ihnen verbunden, wodurch eine allzu starke elektrolytische Zersetzung der 
Pufferlésung am Streifen verhindert wird. 

3—5cmm einer Lésung, die 200 y Carnitin-chlorid, 100 y Cholin- 
chlorid und 250 y Glykokollbetain-chlorid enthalt, werden mittels Kapillar- 
pipette auf den Startpunkt aufgesetzt. Sogleich darauf wird an die Elektroden eine 
stabilisierte Gleichspannung von 100 Volt angelegt. Die stromzufiihrenden Drahte 


* Unveroéffentlichte Versuche, W. Reimann. 
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werden durch den Tubus des Exsiccators eingefiihrt. Nach einer Laufzeit von 
5—7 Stdn. werden die Streifen sofort nach Unterbrechung des Stromes bei 100° 
im Trockenschrank getrocknet. Bei Verwendung von zwei parallel geschalteten 
Exsiccatoren, kénnen gleichzeitig vier Bestimmungen durchgefiihrt werden. 

Glykokollbetain, Cholin und Carnitin wandern hierbei nach der Kathode. 
Nach einer Laufzeit von 7 Stdn. z. B. befindet sich bei py 3,55, bei 100 Volt 
Spannung und 3,5mA Stromstarke das Glykokollbetain 2,7 cm, das Carnitin 
8,3 cm und das Cholin 15,0 cm vom Startpunkt entfernt. AuBer dem Papier 2043 b 
Schleicher & Schiill eignen sich fiir die Trennung auch die Sorten 602h: P Schleicher 
& Schill, Nr. 388h und W F 1 von GeBner & Kreuzig. Die Streifen werden auch 
hier mit einer 0,5-proz. atherischen Lésung von Jod in Ather angefarbt. 








2. Die Uberfiithrung von Carnitin in Crotonsaurebetain 


Nachdem die Lage des Carnitins im aufsteigenden Chromatogramm durch 
Anfarben mit Jod ermittelt worden ist, wird die entsprechende Stelle herausge- 
schnitten, das Papier vorn zugespitzt und das Carnitin nach dem Verschwinden der 
Jodreaktion nach der Methode von Decker* in der Spitze konzentriert. Besser 
noch kann die Lage des Carnitins auf einem Parallelchromatogramm festgestellt 
und die entsprechende Stelle auf dem Versuchsstreifen herausgeschnitten werden. 
Die Spitze, in der sich das gesamte Carnitin anreichert, wird abgeschnitten und 
auf einem kleinen G,- oder G,-Glasfiltertiegel 4mal mit insgesamt 1,5 com Wasser 
extrahiert und das Filtrat im Vak.-Exsiccator iiber P,O, bis zur Trockne einge- 
dunstet. Der Riickstand wird mit 0,5 ccm konz. reiner Schwefelséure 3 Stdn. unter 
FeuchtigkeitsausschluB auf 130° erhitzt. 


3. Die Bestimmung des Carnitins in Form des Crotonsaurebetains 
Das entstandene Crotonsaurebetain wird nunmehr bestimmt: 


a) Durch biologische Testung 

Fiir die biologische Testung ist es nicht unbedingt notwendig, daB die Papier- 
spitze, in der das Carnitin nach der Methode nach Decker** konzentriert wurde, 
erst mit Wasser eluiert und nach dem Verdunsten des Eluats mit Schwefelsaure 
umgesetzt wird, sondern man kann die Spitze trocknen und unmittelbar mit konz. 
Schwefelsiure umsetzen. Es zeigte sich, daB die Verkohlungsprodukte des Papiers 
die anschlieBende Testung nur wenig beeinflussen. 

Das entstandene Produkt kann unmittelbar mit Methanol versetzt und ver- 
estert werden, wenn anschlieBend die Hauptmenge des Methanols verdampft, der 
Riickstand mit Wasser aufgenommen, und die starke Saure mit Natriumhydrogen- 
carbonat neutralisiert wird. Jedoch beeinflussen die 8O,’’-Ionen die biologische 
Testung, so daB die Werte etwas gedriickt werden und schwanken. Andererseits 
fallen die Werte bei Anwesenheit von Methanolmengen zu hoch aus. Man kann zwar 
durch Zusatz von SO,” und Methanol zu den Vergleichslésungen deren KinfluB aus- 
schalten, jedoch ergeben sich hierbei gréBere Schwankungsbereiche. 

Es ist deshalb besser, die schwefelsaure Loésung des entstandenen Croton- 
sdurebetains mit etwas Wasser zu verdiinnen, mit Natriumhydrogencarbonat oder 
Natronlauge zu neutralisieren, die Lésung im Vak. bis zur Trockne einzudampfen 
und den Salzriickstand mit Methanol zu extrahieren, wobei Natriumsulfat weit- 
gehend ungelést zuriickbleibt, waihrend Crotonsiurebetain in Lésung geht. Die 
methanolische Lésung wird im Vak. bis zur Trockne gedampft und der Riickstand 
1¥, Stdn. mit 30 com 4—5-proz. methanolischer Salzsiure auf dem Wasserbade 
verestert, das Methanol und die Salzsiure im Vak. vertrieben, wobei die Tempe- 
ratur des Wasserbades 30° nicht iibersteigen soll. Der Riickstand wird nun je nach 
Menge und Testorgan mit Wasser aufgenommen. Alle Operationen sind sorgfaltigst 
durchzufiihren, um Substanzverluste und Zerlegung des Crotonsaéurebetain-methy]l- 
esters zu vermeiden. 


24 P. Decker, Naturwiss. 88, 287 [1951]. 
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Die biologische Bestimmung wurde am musculus rectus abdominis von rana 
temporaria, wie friiher beschrieben??, durchgefiihrt. Man benétigt 20 bis 50 y pro Be- 
stimmung. Von der zu priifenden Lésung wird z. B. 1 ccm, der 37,5 y Subst., auf 
Crotonsaure-betain-chlorid berechnet, enthalt, zu 24 ccm Goethlinscher Bad- 
lésung, in der der Muskel hangt, zugegeben, so daB also die untersuchte Konzen- 
tration 150 y% betragt. Als Vergleichslésung diente sowohl eine aquivalente 
Crotonsaure-betain-methylester-perchlorat-Lésung als auch eine Homobetain- 
methylester-perchlorat-Losung. Letztere hat bei einem Gehalt von 30 y°% Homo- 
betain-methylester-hydroxyd die gleiche Reizwirkung wie 150 y% Crotonsaure- 
betain-chlorid als Methy‘ester. 

Die Werte lagen in den friiher angegebenen Schwankungsbereichen”. 

b) Durch Titration mit Kaliumpermanganat 

1. Bestimmung von reinem Crotonsaure-betain-chlorid. Von wabB- 
rigen Lésungen des Crotonsaure-betain-chlorids wurde jeweils ein aliquoter Teil, 
entspr. 0,5—3 mg Substanz titriert. Die Proben werden mit 10 ccm Schwefelsaure 
(1:4) und 25 ccm n/50-Kaliumpermanganat versetzt, 25 Min. im Wasserbad auf 
50° gehalten und dann mit 25 cem n/50-Natriumoxalat versetzt, wobei Entfarbung 
eintritt. Der Uberschu8 an Natriumoxalat wird mit n/50-Kaliumpermanganat in 
der Warme zuriicktitriert. 1 cem /50-KMnO, entspr. 0,3593 mg Crotonsaure- 
betain-chlorid. Von 25 Bestimmungen wurden im Mittel 99,25 + 0,18% (¢ = 
0,9 + 0,13) des eingewogenen Crotonsaure-betain-chlorids wiedergefunden. 

2. Bestimmung von reinem Carnitin-chlorid. Entweder werden auf 
der Mikrowaage eingewogene, kleine Mengen Carnitin-chlorid mit je 0,5 cem konz. 
Schwefelsiure 3 Stdn. bei 130° umgesetzt oder es wird eine Lésung von Carnitin 
in der etwa 100fachen Menge konz. Schwefelsiure hergestellt und hiervon kleine 
Mengen, entspr. 1—3 mg Carnitin-chlorid, in Wageschweinchen unter Feuchtig- 
keitsausschluB8 eingewogen und 3 Stdn. lang auf 130° erhitzt. Die Proben werden, 
wie unter 1. beschrieben, weiter behandelt und titriert. 

1 cem n/50-KMnO, entspr. 0,3954 mg Carnitin-chlorid. 

Von 61 Bestimmungen wurden im Mittel 99,52 + 0,18°4 (o = 1,42 + 0,13) 
des eingewogenen Carnitin-chlorids wiedergefunden. 

3. Bestimmung von Carnitin-chlorid nach seiner papierchromatographischen 
Wanderung und Elution aus dem Papier. 

Wie oben beschrieben, wurde der Substanzfleck nach der papierchromato- 
graphischen Abtrennung herausgeschnitten, mit Wasser eluiert und nach 1. titriert. 

Von 20 Versuchen ergaben sich im Mittel 99,85 + 0,31% (o = 1,41 + 0,22). 
Der Blindwert betragt bei nicht angefairbtem Papier im Mittel 0,10 ccm n/50-KMnO,, 
entspr. 40 y Carnitin-Cl-. Wird dagegen das mit Jod angefarbte Carnitin bestimmt, 
so ergeben sich Blindwerte von 0,30 cem /50-KMnO, im Mittel entspr. 120 y Car- 
nitin-chlorid. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Verfahren zur Bestimmung von kleinen Mengen Car- 
nitin beschrieben, das darauf beruht, 1. das Carnitin papierchromato- 
graphisch oder papierelektrophoretisch abzutrennen und zu isolieren, 
2. das Carnitin mit konz. Schwefelsaéure quantitativ in das Crotonsaure- 
betain iiberzufiihren und 3. das Crotonsiure-betain a) biologisch in der 
Form seines stark wirksamen Methylesters zu bestimmen oder b) mit 
Kaliumpermanganat zu titrieren. 
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Uber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsduren 


VI. Mitteil. 
Von 


W. Kutsecher und M. Schippers 
(unter Mitarbeit von H. Pollack) 


Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitit Heidelberg 





(Eingegangen am 4. Dezember 1953) 


In der III. Mitteilung iiber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbon- 
sduren berichteten wir iiber das Verhalten von Bernsteinsaure und einiger 
ihrer Alkalisalze'*. Wir stellten fest, daB die Leberglykogenmenge 
6 Stdn. nach Verfiitterung der freien Siure mit der nach Zufiitterung 
ihres Natriumsalzes iibereinstimmte, wihrend das Kalium- und in be- 
sonderem Mae das Ammoniumsalz eine deutlich gréBere Glykogen- 
ausbeute ergaben. Es war uns nicht méglich, eine befriedigende Erklérung 
fiir diese Befunde zu geben, und wir sahen uns daher gezwungen, den 
EinfluB der Kationen auf die Glykogenbildung noch eingehender zu 
studieren. 

In der vorliegenden Arbeit versuchten wir zunichst festzustellen, 
ob der Héchstwert an Leberglykogen in allen Fallen wirklich 6 Stdn. 
nach der Fiitterung oder auch zu anderen Zeitpunkten erreicht wird. 
Dies war wiinschenswert, wenn man — wie in der letzten Arbeit — die 
Ausbeute an Glykogen aus der Bernsteinsiure iiberschlagsweise berech- 
nen will. 


Methodik 


Fir unsere Versuche verwendeten wir nach Méglichkeit Meerschweinchen in 
der Gewichtsklasse zwischen 200 und 300 g, da leichtere und sehr schwere alte Tiere 
meist stark schwankende Werte liefern. Zu Beginn des Versuches wurden die Tiere 
zunichst 24 Stdn. lang auf Hunger gesetzt, wobei wir darauf achteten, daB sie 
keinerlei Reizen von auBen ausgesetzt waren (wie starken Temperaturschwankun- 
gen u. dgl.). Nach der Hungerperiode wurde die warme Futterlésung rait der 
Schlundsonde appliziert. Die Salzlésungen der Bernsteinsiure (BS) wurden herge- 
stellt, indem die Siure mit der berechneten Menge Alkali-Hydrogencarbonat ver- 
setzt wurde, wobei die Kohlensiure entwich und somit stérende Wirkungen von 
Anionen ausgeschlossen wurden. 

Wie in Mitteil. III angegeben, verfiitterten wir 0,5 g BS pro 500g Tier zu- 
sammen mit 8,4 mAequiv. des entsprechenden Alkalis. AuBerdem untersuchten 
wir aber auch die Wirkung von 0,25 g BS (4,2 mAequiv.) Alkali. Eine weitere 
Anderung der Versuchsanordnung bedeutete schlieBlich die Verfiitterung der sauren 


1 W. Kutscher u. M. Schippers, diese Z. 286, 59 [1950]. 
2 W. Kutscher u. Fr. Krabbenhéft, diese Z. 285, 77 [1950]. 
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Salze von 0,25g Bernsteinsiure (entspr. 2,1 mAequiv. Alkali) sowie die Ver- 
wendung von Alkalichloriden, die zusammen mit Glucose oder den bernsteinsauren 
Salzen appliziert wurden. 

Die Bestimmung des Leberglykogens (nach der modifizierten Methode nach 
Pfliiger*) erfolgte meist nach 3 und nach 6 Stdn., wobei wir bestrebt waren, fiir 
jeden Versuch eine méglichst groBe Zahl von Tieren anzusetzen. Jedoch waren wir 
wegen der hohen Kosten gezwungen, uns bei den weniger wichtigen Serien auf 
relativ wenige Tiere zu beschranken. 

Aus den beigefiigten Tabellen der Einzelwerte von 5 Versuchsserien* ist zu 
entnehmen, wie stark die Mittelwerte durch die unvermeidlichen physiologischen 
Schwankungen bzw. durch eine zu geringe Zahl von Tieren belastet sind. Die aus 
den Durchschnittswerten jeder Versuchsserie erhaltenen Kurven wurden an Stelle 
von Tabellen in die Arbeit eingefiigt. 

Tm allgemeinen geben wir die gefundenen Glykogenmengen in den Kurven und 
Tabellen in g Glykogen pro 100 g Leber an. In einigen Fallen (z. B. Abb. 5—7) 
haben wir die ,, Ausbeute‘‘ an Glykogen aus der verfiitterten Menge Substrat errech- 
net, und zwar dann, wenn wir die aus verschiedenen Mengen verfiitterten Sub- 
strates entstandenen Glykogenmengen miteinander vergleichen muBten. Der all- 
gemeine Verlauf der Kurve bleibt derselbe, gleichgiiltig, ob man die einzelnen Werte 
in ,,g% Glykogen‘, bezogen auf die Leber, oder in ,,% Ausbeute“, bezogen auf die 
verfiitterte Menge Substrat, angibt. Wir sind uns natiirlich bewuBt, daB das ge- 
fundene Glykogen z. B. im Falle der BS nicht nur aus dem zugefiitterten Substrat 
sondern auch aus irgendwelchen Kérperreserven stammen kann. Die Angabe ,,% 
Ausbeute“ gibt also kein wirkliches MaB der Ausbeute wieder. Es muB auch be- 
riicksichtigt werden, daB ein Teil des Glykogens (oder der ,,K H-Aequivalente“) lau- 
fend verbraucht wird, was sich umso starker auf die gefundenen Glykogenwerte aus- 
wirken muB, je langer die Versuchsdauer ist. Demzufolge mu8B man erwarten, daB 
die zeitlich spaiter liegenden Maximalwerte der Glykogenbildung etwas niedriger 
ausfallen als die friiher liegenden. 

Statistische Auswertung. Der ,,mittlere Fehler der Differenz zweier 
Mittelwerte“ nach der Formel 


e—-_—1 — Ms . 
oF 03 
mt hy 


wurde fiir alle Mittelwerte, die miteinander verglichen wurden, berechnet, und die 
Differenz bei k = 3 als signifikant angenommen‘. Allerdings ist zu beachten, daB 
(auch statistisch sichere) Differenzen allein dadurch bedingt sein kénnen, daB fiir 
2 Versuchsserien zu unterschiedliches Tiermaterial Verwendung findet (z. B. Som- 
mer- und Winter-Tiere). Daher haben wir bei den“wichtigen Versuchsserien darauf 
geachtet, daB sie in groBen Abstanden wiederholt immer zu gleichen Ergebnissen 
fiihrten (s. Tab. 6). 


Zeitlicher Verlauf der Glykogenbildung nach Verfitterung 
von neutralen und sauren Succinaten 


0,25 g Bernsteinséiure und 4,2 mAequiv. Alkali: Nach Ver- 
fiitterung von 0,25 g reiner Bernsteinsaure nimmt das Leberglykogen 
sehr schnell zu und erreicht bereits nach 2 Stdn. seinen Hoéchstwert mit 
einem Durchschnitt von 1,164 g%. Das Absinken vollzieht sich langsam, 


3 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]; Pfliigers Arch. ges, Phy- 
siol. Menschen Tiere 240, 427 [1938]. 

4H. J. Burn, Biologische Auswertungsmethoden, Berlin, J. Springer 1937. 

* Zwecks Raumersparnis werden in den Tabellen 1—5 die Versuchs-Einzel- 
werte nur beispielsweise von einigen der zahlreichen Versuchsreihen angefiihrt. 
3* 
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so daB 4 Stdn. spater nur noch etwa 68% des Maximalwertes vorhanden 


sind (Abb. 1, Tab. 1). 


Tab. 1. Glykogenbildung nach Verfiitterung 
von 0,25 g Bernsteinsiure pro 500g Tier. 








Tier- Leber- Glykogen 
gewicht gewicht in g pro 
in g in g 100 g Leber 
nach 2 Stdn.: 
190 6,3 0,991 
285 9,1 0,792 
250 7,7 1,010 
295 9,2 1,092 
255 7,8 1,263 
235 10.0 1,115 
260 7,8 1,944 
235 8,1 1,102 
Mittelwert: 1,164 


nach 3 Stdn.: 


180 6,1 1,093 
220 7,3 1,019 
160 5,6 1,242 
210 8,7 0,816 
200 8,0 1,075 
210 8,5 864 


‘ 0 
Mittelwert: 1,018 
nach 6 Stdn.: 


170 5,4 0,815 
215 8,6 0,715 
245 9,7 0,947 
280 10,2 0,783 
165 5,0 1,127 
350 14,0 0,456 
170 6,0 0,741 
235 9,2 0,772 


Mittelwert: 0,794 


Verfiittert man das Di-Na- 
triumsalz der Saure, so wird 
der Héchstwert mit 0,937 ¢% 
erst nach 41% Stdn. erreicht 
(Tab. 2). Dann nimmt das Gly- 
kogen deutlich ab, so dab 
11%, Stdn. spater nur 62% des 
Hochstwertes noch vorhanden 
sind. Der 2- und 3-Stdn.-Wert 
liegt dabei eindeutig tiefer als 
die entsprechenden Werte fiir die 
reine Saure, d. h. es tritt eine 


Tab. 2. Glykogenbildung nach Verfiitterung 
von 0,25 g Bernsteinsiure als Di- Natrium- 








salz. 
Tier- Leber- Glykogen 
gewicht gewicht in g pro 
in g in g 100 g Leber 
nach 2 Stdn.: , 

210 7,6 0,224 

220 8,4 0,352 

255 9,4 0,562 

230 8,6 0,213 


Mittelwert: 0,338 
nach 3 Stdn.: 


270 9,0 0,738 
215 6,0 0,517 
230 7,2 0,845 
290 10,2 0,807 
230 8,6 0,751 
255 10,2 0,662 
230 ~ 9,6 0,672 
215 6,1 0,645 
345 17,1 0,752 
295 12,2 1,031 
350 13,1 0,971 
270 13,3 0,385 
400 14,2 0,414 


Mittelwert: 0,707 
nach 4%, Stdn.: 


210 9,8 1,027 
190 7,9 1,316 
200 8,6 1,209 
345 15,6 0,849 
190 7,4 0,708 
330 18,1 0,442 
340 12,8 1,301 
370 15,3 1,491 
380 18,5 0,525 
330 11,5 0,501 


1, 
Mittelwert: 0,937 
nach 6 Stdn.: 


230 7,3 0,699 
220 6,3 0,700 
405 15,4 0,314 
340 12,4 1,462 
310 12,5 0,463 
250 10,1 0,561 
395 14,2 0,521 
170 6,5 0,714 
210 8,4 0,207 
190 6,6 0,368 
225 9,6 0,423 
265 7,3 0,460 
255 7,1 0,660 

Mittelwert: 06,581 


deutliche Verzégerung der Glykogenbildung ein. 

Wird das Di-Kaliumsalz verfiittert (Tab. 3), so wird diese Ver- 
zogerung scheinbar noch stirker, doch nimmt das Leberglykogen 
41% Stdn. lang in gleicher Weise zu wie nach Verfiitterung des Natrium- 
salzes*, fallt dann aber bis zur 6. Stde. nicht ab. Der 6-Stdn.-Wert liegt 


nicht signifikant vom 414-Stdn.-Wert. 


* Der eigentliche Héchstwert mit 0,952 g% nach 5 Stdn. unterscheidet sich 
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mit 0,901 g% praktisch ebenso hoch wie der Maximalwert. Der Ver- 
zogerungseffekt des Kalium-Ions ist also nicht starker ausgepragt als 
der des Natrium-Ions. 

Auch das neutrale Salz des Lithiums verhalt sich wie das des 
Kaliums oder Natriums, da der gegen den 414-Stdn.-Wert nicht signifi- 
kant héherliegende Maximalwert zur 6. Stde. eine stiérkere Verzégerung 
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Abb. 1. Glykogenbildung nach Verfiitterung der Bernsteinsiure und ihrer Natrium- 
salze. Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pre 100 g Leber (BS = reine 
Bernsteinsaure). 


Abb. 2. Glykogenbildung nach Verfiitterung der Bernsteinséure und ihrer Kalium- 
salze. Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g Leber (BS = reine 
Bernstcinsaure). 


Abb. 3. Glykogenbildung nach Verfiitterung der Bernsteinsdure und ihrer Lithium- 
salze. Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g Leber (BS = reine 
Bernsteinsaure). 

Abb. 4. Glykogenbildung nach Verfiitterung der Bernsteinsiure und ihrer Ammo- 
niumsalze. Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g Leber (BS = 
reine Bernsteinsaure). 


nur vortauscht. Auch steigt die Lithium-Kurve 414 Stdn. lang minde- 
stens ebenso schnell an wie die fiir Kalium oder Natrium, die Werte 
liegen nur allgemein etwas héher. Dies mag mit der bekannten sedativen 
Wirkung des Lithiums im Zusammenhang stehen: es ist méglich, daB 
die Tiere, die nach der Fiitterung eine deutliche Schlifrigkeit zeigen, 
infolge einer Erniedrigung des Gesamtstoffwechsels auch einen relativ 
niedrigen Glykogenverbrauch haben (Tab. 4). 

Anscheinend wirksamer als die soeben beschriebenen Kationen ver- 
halt sich das Ammonium-Ion (Tab. 5). Doch liegen der 3- und 414-Stdn.- 
Wert fiir das Di-Ammoniumsalz nicht eindeutig tiefer als bei den 
anderen Salzen der Bernsteinséure, und der Héchstwert mit 0,905 g% 
zur 6. Stde. unterscheidet sich nicht signifikant vom 414-Stdn.-Wert. 
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Tab. 8. Glykogenbildung nach Verfiitterung Tab. 4. Glykogenbildung nach Verfiitterung 
von 0,25 g Bernsteinsiiure als Di-Kalium- von 0,25 g Bernsteinsiure als Di- Lithium- 
salz. salz. 
Tier- Leber- Glykogen Tier- Leber- Glykogen 
gewicht gewicht in g pro gewicht gewicht in g pro 
in g in g 100 g Leber in g in g 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: nach 3 Stdn.: 
240 11,6 0,845 240 8,5 0,800 
215 9,6 0,471 205 4 0,824 
245 11,9 0,718 250 754 0,845 
180 6,9 0,553 250 8,9 0,862 
210 9,4 0,678 240 9,0 0,549 
Mittelwert: 0,653 Mittelwert: 0,776 
nach 41/, Stdn.: nach 4?#/, Stdn.: 
220 9,1 0,850 240 9,2 1,759 
240 9,0 0,739 220 8,1 1,169 
215 9,6 0,653 210 7,5 1,015 
195 8,4 0,853 210 7,6 0,935 
195 7,8 0,723 220 7,3 0,748 
170 5,6 1,075 210 7,0 1,349 
230 9,3 0,874 Mittelwert: 1,163 
230 9,4 1,014 nach 6 Stdn.: 
- Mittelwert: 0,849 290 8,2 1,260 
nach 5 Stdn.: 215 rie 4 0,919 
230 6,9 0,992 220 8,1 0,990 
245 10,6 1,260 225 7,8 1,632 
300 11,6 0,652 215 7,4 0,857 
190 7,6 0,426 240 7,9 1,040 
190 7,9 1,394 230 Toh 0,915 
195 7,2 0,986 230 7,9 0,865 
Mittelwert: 0,952 170 6,0 1,309 
. . 240 8,6 1,491 
nach 6 oe 260 99 1142 
370 14,1 0,908 245 9.9 1.208 
210 9,0 1,014 215 7.6 1,770 
270 11,1 0,854 Mittelwert: ‘ 
190 8,6 0,961 aii — 
190 7,0 1,042 
210 9,1 0,626 j Jerzozer i 
Mittetwect: S01 Die V erzégerung der Glykogen 
‘ied tiles bildung ist also kaum starker 
220 7,6 0,356 ausgepragt als bei den Alkali- 
220 7,4 0,398 : 
225 9,2 0,414 salzen. 
= “ ree In einigen wenigen orientie- 
235 7,9 0,212 renden Versuchen benutzten wir 


Mittelwert: 0.: a 
eR: ae auch das Rubidiumsalz der 


Bernsteinséure und stellten fest, daB sowohl der 3- als auch der 6-Stdn.- 
Wert mit denen der iibrigen Alkalisalze etwa iibereinstimmt: 


3-Stdn.-Wert: 0,789g¢% Glykogen, 6-Stdn.-Wert : 0,933 g% Glykogen. 


0,25 g Bernsteinsadure und 2,1 mAequiv. Alkali: Um auch die 
Abhangigkeit der Glykogenbildung von der Menge des zugefiihrten 
Kations zu priifen, fiihrten wir eine zweite Gruppe von Versuchen durch, 
bei der wir bei gleichbleibender Menge des eigentlichen Glykogenbildners 
(Bernsteinsiure) die Menge des Kations auf die Hialfte herabsetzten 
(Abb. 1—4). 


Bei Verfiitterung dieser sauren Salze der Bernsteinsaure fallt die 
Verzégerung der Glykogenbildung erheblich schwicher aus als bei den 
neutralen Salzen. Sowohl bei Lithium und Kalium als auch bei Natrium 





na¢ 


nacl 


nacl 








Bd. 298 (1954) Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsaéuren VI 39 


Tab. 5. Glykogenbildung nach Verfiitterung Tab. 6. 
von 0,25g Bernsteinsiure als Di-Ammo- 
niumsalz. = mittlere Abweichung 


vom Mittelwert 











Tier- Leber- Glykogen p= Hr _ = Anzahl der Tiere 
gewicht gewicht in g pro a oa Mittelwert 
in g in g 100 g Leber ne sage k > 3: signifikanter 
n, Ns Unterschied 
nach 3 Stdn.: k = 2—3: wahrscheinl. 
185 8,0 0,454 Unterschied 
400 16,4 0,593 0,25 g Bernsteinsaiure (BS) k 
470 17,1 0,686 
320 15,0 0,475 BS 2 Stdn./6 Stdn. 4,1 
320 11,2 0,244 Na,BS 4'/,/6 Stdn. 3,0 
365 11,1 0,491 BS 3 Stdn./Na,BS 3 Stdn. 4,9 
310 10,4 0,906 Na,BS 6 Stdn./K,BS 6 Stdn. 4,5 
265 10,0 0,902 NaHBS 6 Stdn./KHBS 6 Stdn. 5,1 
Mittelwert: 0,594 NaHBS 3 Stdn./Na,BS 3 Stdn. 5,5 
h 4") Stdn.: NaHBS 8 Stdn./NH,HBS 3 Stdn. 5,6 
nac a sed K,BS ais Stdn. {(NH.),BS fils Stdn. 1,2 
285 9,0 0,487 KHBS 3 Stdn./K,BS 3 Std 3,9 
325 8,9 1,389 K,BS 6 Stdn./Li,BS 6 Stdn. 4,3 
235 7,0 0,508 KHBS 3 Stdn./NH,HBS 3 Stdn. 3,9 
250 8,2 0,521 (NH,),BS 41/, Stdn./NH,HBS 4'/, Stdn. 2,3 
250 7,6 0,591 (NH,),BS 4'/, Stdn./(NH,),BS 6 Stdn. 1,5 
Mittelwert: 0,699 NH,HBS 4'/, Stdn./NH,HBS 6 Stdn. 2,6 
ee (NH,),BS 41/, Stdn./K,BS 41/, Stdn. 12 
185 7.7 0,889 (NH,),BS 41/, Stdn./Na,BS 4'/, Stdn. 1,5 
185 79 0'899 Na,BS 3 Stdn./4!/, Stdn. 2,0 
pe ri Sast 0,5g Bernsteinsaiure 
315 8,9 0,695 K,BS 7 Stdn./Na,BS 7 Stdn. 4,1 
260 8,2 0,806 Na,BS 6 Stdn./Na,BS (Cl) 6 Stdn. 3,7 
Mittelwert: 0,905 K.BS 8 Stdn./7 Stdn. 3,2 
nach 7 Stdn.: K,BS 3 a 3 Stdn. ‘ 2,5 
K,BS 4'/, Stdn./Na,BS 4'/, Stdn. 2,5 
joe 4 <a K,B8 6 Stdn./Na,BS 6 Stdn. 3,9 
250 8,2 1,017 
270 11,1 0,709 inaenseng 
Mittelwert: 0,712 0,5 g Glucose 6 Stdn./Gluc. + Na 6 Stdn. 3,0 
nach 7'/, Stdn.: 0,25 g Glucose 3 Stdn./BS 2 Stdn. 3,3 
320 13,6 0,261 0,25 g Glucose 6 Stdn./Gluc. + Na 6 Stdn. 4,0 
260 11,0 0,339 
290 11,9 0,836 
315 7 657 


2, 6, 
Mittelwert: 0, 523 


wird der Héchstwert schon nach 3 Stdn. erreicht, und dann setzt der 
mehr oder weniger starke Abfall ein. Der zeitliche Verlauf ahnelt weit- 
gehend demjenigen bei Verfiitterung von freier Séure, nur beim Mono- 
Natriumsalz geht der Abfall des Glykogens bedeutend schneller von- 
statten, und zwar so schnell, daB die Leber zur 6. Stde. nur noch wenig 
mehr Glykogen enthalt als einem Hungerwert entspricht. 

Einen eindeutigen Verzégerungseffekt zeigt eigentlich nur noch das 
Mono-Ammoniumsalz. Hier wird der Héchstwert mit 1,041 g% erst nach 
414 Stdn. erreicht, und dies wird besonders unterstrichen dadurch, daB 
der Glykogengehalt der Leber zur 3. Stde. tiefer liegt, als die 3-Stdn.- 
Werte der Mono-Alkalisalze, bei denen die Verzégerung der Glykogen- 
bildung fast vdéllig verschwunden ist. Die Werte der Kurve fir 
2,1 mAequiv. Ammonium unterscheiden sich nicht signifikant von 
denen fiir 4,2 mAequiv., obwohl es scheint, daB auch bei diesem Ion eine 
stirkere Verzégerung bei doppelter Menge bewirkt wird. Weitere Ver- 
suche miiBten dies noch klaren. 
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0,5 g Bernsteinsaure und 8,4 mAequiv. Alkali: Die Beobach- 
tung, daB das Leberglykogen nach Verfiittern von bernsteinsaurem 
Natrium nach Erreichen des Héchstwertes starker abfallt als nach Ver- 
fiittern der reinen Saéure oder anderer Alkalisalze, veranlaBt uns, die 
Wirkung der Natrium-Ionen niaher zu untersuchen. Zu diesem Zweck 
verfiitterten wir in den folgenden Versuchen wesentlich gréBere Mengen 
Alkali. 

Da wir gleichzeitig die doppelte Menge Bernsteinsaure zufiihrten (0,5 g), ware 
es wiinschenswert gewesen, vergleichsweise das Verhalten des Leberglykogens fiir 
0,5 g reine Saure zu bestimmen. Jedoch fiihrten diese Versuche zu sehr unzuver- 
lassigen Glykogenwerten, die unabhaéngig vom Zeitpunkt der Untersuchung zwi- 
schen Hungerwerten und maximal 1,0 g % schwankten. 0,5 g Sauve fiihrt zu einer so 
starken Reizung der Magenwande (die sich bei der Sektion rot geschwollen und 
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Abb. 5. Glykogenbildung nach Verfiitterung von Bernsteinsiure als neutrale 
Alkalisalze: 


Abszisse: Zeit in Stunden; 

Ordinate: g Glykogen pro 100 g verfiitterte Bernsteinsiure (,,Ausbeute‘) ; 

rechts: 0,5 g Bernsteinsaure, 

links: zum Vergleich die ,,Ausbeuten‘“‘ aus den Versuchen mit 0,25 g Bernstein- 
saure. 


zerreiBlich zeigten), daB das Befinden der Tiere nach der Fiitterung verstandlicher- 
weise stark beeintrachtigt war. Erfahrungsgemai’ beeinfluBt dies die Glykogen- 
ausbeuten erheblich; deshalb muBten wir nach einigen orientierenden Versuchen 
auf die Erarbeitung dieser Kurve verzichten. 

Verfiittert man 0,5g Bernsteinsiure als Di-Kaliumsalz, so 
kommt es zu einem mehr oder weniger kontinuierlichen Anstieg des 
Leberglykogens iiber die 6. Stde. hinaus, wihrend das Maximum bei 
den Versuchen mit der halben Succinatmenge schon nach 5 Stdn. erreicht 
war. Der Verzégerungseffekt des Kaliums wird also bei doppelter Succi- 
nat- und damit doppelter Kationenmenge eindeutig stéarker. 

Dagegen ergeben die Versuche mit 0,5 g Bernsteinsaure als Di- 
Natriumsalz ein anderes Bild: eine Verstirkung der Verzégerung wie 
bei den Kaliumversuchen ist hier nicht festzustellen, zumindest nicht 
gegeniiber den Werten bei halber Succinatmenge. AuBerdem ist die 
,,Ausbeute‘‘ an Glykogen geringer, sowohl im Vergleich mit dem obigen 
Kaliumversuch als gegeniiber den Werten aus der halben Succinatmenge 
(oberer Teil der Abb. 5). Da die Kurve iiberdies nach der 6. Stde. deutlich 
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absinkt, hat man auch hier den Eindruck, daB unter dem EinfluB der 
Natrium-Ionen ein gegeniiber den Kaliumversuchen verstarkter Abbau 
des Glykogens einsetzt. 


Versuche mit 0,5 g Bernsteinséure und 8,4 mAequiv. Lithium fiihren zu deut- 
lichen Giftwirkungen, was sich sowohl in der ausgesprochenen Somnolenz der Tiere 
als auch bei der Sektion in den abnorm groBen Gallenblasen und dem geblahten, 
fliissigkeitsgefiillten Magen auBert. 


Versuche mit Alkalichloriden 


Um den Wirkungsunterschied zwischen Kalium und Natrium noch 
deutlicher herauszuheben, ersetzten wir in den folgenden Versuchs- 
anordnungen die Bernsteinséure durch Glucose. Um keinerlei ,,Alka- 
loseeffekt‘‘ zu bewirken, wurden die Alkali-Ionen in Form ihrer Chloride 
verfiittert. 

Die Glykogen-,,Ausbeuten‘‘, die man nach Verfiitterung von 0,25 g 
reiner Glucose erhalt, sind geringer als die nach 0,25 g freier Bernstein- 
siure*. 

Da uns jedoch vor allem der EinfluB der mit der Glucose verfiitterten 
Alkali-Ionen auf die Glykogenbildung interessiert, verzichten wir darauf, 
die méglichen Griinde fiir diesen Unterschied zu diskutieren. 

Wie die Abb. 6 zeigt, ist das Ergebnis dieser Versuche ganz ein- 
deutig: die erheblichen Verzégerungen der Glykogenbildung, wie sie 
in den Succinat-Versuchen deutlich in Erscheinung tritt, ist nicht mehr 
nachzuweisen. Dagegen wird deutlich, daB das Natrium-Ion, sowohl mit 
0,25 als 0,5 g Glucose verfiittert (ahnlich wie in den Versuchen mit Bern- 
steinsaiure), eine Verstarkung des Glykogen- Abbaues bewirkt, waihrend 
das Kalium-Ion diese Wirkung nicht aufweist! 

Der ,,Verzégerungseffekt‘‘ der Alkali-Ionen tritt also nur bei der 
Glykogenbildung aus Bernsteinsaéure in Erscheinung. Dies laBt daran 
denken, daB die Kationen eine Art ,,Alkalose“‘ hervorrufen, wenn die 
gemeinsam mit ihnen verfiitterte Bernsteinséure in Glykogen umgewan- 
delt wird, und andere Anionen an ihre Stelle treten miissen. 

Wir verfiitterten daher in einer neuen Versuchsserie 0,5 g Bern- 
steinsiure als Di-Natriumsalz (= 8,4 mAequiv. Na) und in je einer wei- 
teren Serie zusitzlich 4,2 mAequiv. Natrium als Chlorid bzw. 4,2 
mAequiv. Natrium als Acetat. Diese Versuchsanordnung sollte bei dem 
gleichen Glykogenbildner die beiden verschiedenen Wirkungen des Na- 
trium-Ions deutlich machen (die Verzégerung der Glykogenbildung und 
die Verstiérkung des Glykogenabbaues). 

Die Versuche mit NaCl + Natriumsuccinat ergaben tatsichlich 
einen 3-Stdn.-Wert, der in gleicher Hohe liegt wie der fiir 8,4 mAequiv. 
Natrium, (als Succinat), aber wahrend bei diesem nun ein weiterer 
(wenn auch schwacher) Anstieg zu beobachten war, fiihrt das zusatzlich 
verfiitterte NaCl zu einem deutlich verstirkten Glykogen-Abbau: die 





* 0,5 g Glucose und 0,5 g Bernsteinséure kénnen wir aus oben erwahnten 
Griinden nicht miteinander vergleichen. 
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Kurve sinkt nach der 3. Stde. ab, so daB zur 6. Stde. statt 1,114 g% nur 
noch 0,791 g% Glykogen vorhanden sind. Der Verzégerungseffekt zeigt 
sich daher nicht mehr im Verlauf der Kurve, nur der niedrige 3-Stdn.- 
Wert léBt erkennen, daB die Glykogenausbeute zu diesem Zeitpunkt in 
gleicher Weise herabgesetzt ist wie es bei 8,4 mAequiv. Natrium der 
Fall war. 

Wenn man die zusitzlichen 4,2 mAequiv. Natrium nun als Acetat 
verfiittert, so sieht die Kurve der Glykogenbildung ganz anders aus als 
die aus Succinat allein (= 8,4 mAequiv. Na), jedoch wird der Héchst- 
wert an Glykogen deutlich spater (erst zur 7. Stde.) erreicht, und die be- 
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Abb. 6. Glykogenbildung nach Verfiitterung von Glucose und Alkalichloriden. 
Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g verfiittertes Substrat 
(,,Ausbeute‘‘). 
rechts: mit 4,2 mAequiv. Natrium, links: mit 8,4 mAequiv. Natrium bzw. Kalium. 


Abb. 7. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Bernsteinséure zusammen 
mit 8,4 bzw. 12,6 mAequiv. Natrium. Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: g Glykogen 
pro 100 g verfiittertes Substrat (,,Ausbeute“). 


rechneten ,,Ausbeuten“ liegen erheblich tiefer. Dies kommt rechnerisch 
dadurch zustande, daB wir die mitverfiitterte Essigsiure als Glykogen- 
quelle in Rechnung gesetzt haben, aber keine dementsprechende Mehr- 
bildung an Glykogen eingetreten ist. Da bekannt ist, daB auch Essig- 
siure in Glykogen umgewandelt wird (was wir iibrigens in eigenen Ver- 
suchen bestiatigen konnten), so ist dieser Ansatz richtig und zulassig. 

Die Vermehrung der an organische Saéuren gebundenen Natrium- 
Ionen fiihrt also zu einer deutlich starkeren Verzégerung der Glykogen- 
bildung (Abb. 7). 

Es ist uns somit gelungen, den ,, Verzégerungseffekt“‘ des Natriums 
eindeutig zu trennen von seiner Wirkung auf den Glykogen-Abbau. An 
organische Sauren gebunden, verzégert das Natrium-Ion die 
Glykogenbildung, wobei die ,,Ausbeuten‘‘ an Glykogen umso kleiner 
werden, je gréBer die Menge des mitverfiitterten Natriums ist. Verfiittert 
man jedoch Natrium als Chlorid, dann sieht man nur noch die 
Beschleunigung des Glykogen-Abbaues, wobei dieser Effekt 
sowohl bei Glucose als auch bei Bernsteinsiure in Erscheinung tritt. 
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Diskussion 


In der IT. und III. Mitt.4? berichteten wir iiber die Beobachtung, 
daB bei Verfiittern von Bernsteinsiure als Kalium- oder Ammoniumsalz 
nach 6 Stdn. bedeutend mehr Leberglykogen gefunden wird als bei 
Natriumsuccinat oder der freien Saure. Wir deuteten diesen Befund als 
eine die Glykogenbildung férdernde Wirkung des Kalium- oder des 
Ammonium-Ions, wobei ein Zusammenhang mit den von Verzar® be- 
schriebenen Beziehungen zwischen Glykogenumsatz und Kalium auf 
der Hand lag. 

Die Befunde dieser Arbeit zwingen uns, eine andere Erklarung fiir 
unsere Beobachtungen zu suchen. 


Die erheblichen Mengen Kation, die wir mit der Verfiitterung der Bernstein- 
siure als Alkalisalz zufiihren, haben begreiflicherweise eine ziemlich starke Uber- 
schreitung der physiologischen Konzentration dieser Kationen im Blut oder in den 
Organen zur Folge, und es mu8 nun diskutiert werden, ob fiir die Verinderung der 
Glykogenbildung die Konzentrationszunahme im Blut und der extrazellularen Fliis- 
sigkeit oder eine solche in der Leber verantwortlich zu machen ist. 

Wie aus neueren Untersuchungen mit den radioaktiven Isotopen des Kaliums 
und Natriums hervorgeht®; bestehen in dieser Beziehung eindeutige Unterschiede 
zwischen diesen beiden Ionen: die Resorption im Darm verlauft bei beiden offen- 
sichtlich sehr schnell, da nach 1 Stde. in allen beschriebenen Fallen nur noch etwa 
5% des betreffenden Kations im Verdauungstrakt wiedergefunden wurde, obwohl 
Kalium etwas langsainer aufgenommen wurde als Natrium. Die zugefiihrten Mengen 
waren allerdings geringer als die von uns verfiitterten, jedoch kann aus den vor- 
liegenden Befunden der Literatur geschlossen werden, da8 bei unseren Versuchen 
auf jeden Fall der weitaus gréBte Teil der Kationen schon nach | Stde. im Blut war. 

Kalium wird aus dem Blut sehr rasch in die Leber (und in die Niere) abge- 
schoben — besonders wenn man es wie in unseren Versuchen mit der Schlundsonde 
zufiihrt. Bereits 2 Stdn. nach der Fiitterung erreicht es einen Maximalwert in der 
Leber, um dann allmahlich abzufallen und nach mehreren Stdn. in die iibrigen 
Organe iiberzutreten. Nach Erreichen des Gleichgewichts ist das radioaktive Kalium 
hauptsachlich in der Muskulatur angereichert, wo es bis zu 20 Stdn. liegenbleiben 
kann. 

Im Gegensatz zum Kalium verteilt sich das radioaktive Natrium sehr rasch 
aus der Blutbahn in alle Gewebsfliissigkeiten. Dies fiihrt bei der Ratte schon nach 
10 Min. zur maximalen Anreicherung in den extrazellularen Fliissigkeiten, die dann 
iiber 18 Stdn. erhalten bleibt. Ein Ubertritt von Natrium in die Zelle findet offenbar 
nicht statt, jedenfalls nicht in dem AusmaB wie bei Kalium. Doch gilt dies wohl fiir 
nicht stark vom Physiologischen abweichende Konzentrationen. Da man heute 
allgemein annimmt, daB die Zellen nicht absolut impermeabel fiir Natrium sind, so 
ist es nicht unwahrscheinlich, da8 bei erheblicher Uberschreitung der physiologi- 
schen Blutkonzentration auch ein teilweiser Ubertritt von Natrium-Ionen in die 
Zellen stattfinden kann, evtl. im Austausch gegen Kalium’.®, 

5 F. Verzar, Lehrbuch der inneren Sekretion, Ars Medici Liidin A.G., Lies- 
thal 1948. 

6 Kiinstliche radioaktive Isotope in Physiologie, Diagnostik und Therapie, 
Springer-Verlag, 1953. 

7 H. Kiisel, Biochem. Z. 828, 67 [1952]; H. Kiisel u. H. Netter, ebenda 
328, 39 [1952]. 

8 H. Kiisel u. H. Netter, Naturwissenschaften 39, 239 [1952]; G. Lu- 
kowsky und H. Netter, Naturwissenschaften 39, 240 [1952]; H. Frunder, diese 
Z. 291, 217 [1952]. 
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Untersuchungen iiber die Geschwindigkeit der Einwarts- und Auswarts- 
Diffusion radioaktiven Natriums durch die Zellmembran ergaben, daB letztere 
(bei 37°) etwa 10mal gréBer ist, wihrend bei Abkiihlung auf 4° C Einwarts- und 
Auswirts-Diffusion praktisch gleich gefunden wurden, wobei besonders stark die 
Auswiarts-Diffusion abgesunken war. Auch Fluorid erniedrigte diese sehr stark, 
unter Auftreten von Kaliumverlusten’. 

Erythrocyten, die man bei 4° in ein natriumarmes aber lithiumreiches Plasma 
bringt, nehmen relativ viel Lithium auf!°. Bei anschlieBender aktiver Inkubation 
(Gegenwart von Glucose) tritt dann relativ viel Natrium aus der Zelle aus, wihrend 
das eingetretene Lithium nicht eliminiert und auch kein Kalium aufgenommen 
wird, 

Die Befunde der Literatur sprechen stark fiir einen aktiven, stoffwechsel- 
abhangigen ProzeB bei der Eliminierung von Natrium aus der Zelle, dagegen fiir 
ein passives Eintreten von Kalium auch gegen den Konzentrationsgradienten, 
welches demnach nur eine Folge der aktiven Eliminierung des Natriums sein wiirde 
(,,.Natriumpumpe‘*). 

Unsere Untersuchungen haben nun 2 Wirkungen der Kationen auf 
die Glykogenbildung in der Leber deutlich gemacht: 


a) eine Verstarkung des Glykogen-Abbaues, welche nur fiir die Na- 
trium-Ionen charakteristisch ist; 

b) eine ,,Verzégerung® der Glykogenbildung, welche in einem lang- 
sameren Anstieg des Leberglykogens und in einem spateren Erreichen 
des Héchstwertes ihren Ausdruck findet. Diese Wirkung beobachtet 
man bei allen Kationen, allerdings nur dann, wenn sie mit einer orga- 
nischen Saéure verfiittert werden, die selbst zur Glykogenbildung ver- 
wendet wird. Die Verzégerung ist abhingig von der Menge des zuge- 
fiihrten Kations: bei 2,1 mAequiv. Natrium oder Kalium pro 500g 
Tier ist sie kaum feststellbar, wihrend sie bei 4,2 oder 8,4 mAequiv. 
Kation in allen Fallen, die wir untersuchten, eindeuéig vorhanden ist. 

Die verstirkte Abnahme des Leberglykogens, welche fiir die Na- 
trium-Ionen charakteristisch ist, findet im Lichte der oben dargelegten 

Literaturbefunde wohl zwanglos eine Erklairung: die starke Zunahme der 

Natrium-Ionen im Blut, die unter unseren Versuchsbedingungen eintre- 

ten muB, fiihrt zu einem Ubertritt der Natrium-Ionen in die Zellen. Sie 

miissen nun aktiv unter Verbrauch von Energie (und damit Glykogen) 
zunachst aus den Leberzellen und dann wohl aus dem Gesamtorganismus 
eliminiert werden. Somit kommt es zu einer Verstirkung des Glykogen- 

Abbaues, was sich manchmal auch in einer Verminderung der ,,Ausbeute“‘ 

an Glykogen aus dem verfiitterten Substrat ausdriicken kann (z. B. in 

denjenigen Versuchen mit hohen Natriummengen, bei denen die ganze 

Kurve bedeutend tiefer verliuft als die entsprechende Kalium-Kurve), 


Diese Deutung unserer Natrium-Versuche findet eine Unterstiitzung 
durch das Ergebnis unserer Versuche mit Lithiumsuccinat. Da man aus 
physiologischen Griinden wohl annehmen darf, da es keine ,,Lithiuim- 
Pumpe“ gibt, miBte man erwarten, daB bei Verfiitterung von Bern- 
steinsiure mit diesem kérperfremden Kation keinerlei direkte oder 


® F. Harris u. M. Maizels, J. Physiology 113, 506 [1951]. 
10 F, Flynn u. M. Maizels, J. Physiology 110, 301 [1949]. 
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indirekte Anzeichen fiir einen verstairkten Abbau des Glykogens auf. 
treten. Dies ist auch tatsachlich der Fall: in unseren Versuchen mit 
Lithiumsuccinat finden wir nur eine erhebliche Verzégerung der Glyko- 
genbildung; die Zunahme des Leberglykogens setzt sich bis zur 6. Ver- 
suchsstunde fort und der hier erreichte Héchstwert ist sogar deutlich 
hoher, als die bei den Natrium-Versuchen gefundenen Héchstwerte. 

Unsere Versuche sprechen also sehr stark fiir die Existenz der sog. 
,.Natrium-Pumpe“. Dieser Mechanismus wiirde allein ausreichen, um 
den groBen Konzentrationsunterschied zwischen dem extrazelluliren 
Natrium und dem intrazelluliren Kalium zu erkléren. Immerhin kann 
bei dem derzeitigen Stand der Forschung die Méglichkeit, daB auch das 
Kalium durch einen spezifischen, energieverbrauchenden, aktiven Me- 
chanismus in das Zellinnere hinein beférdert wird, nicht ausgeschlossen 
werden?!, 

Es erhebt sich nun die Frage nach der Ursache fiir die Verzége- 
rung der Glykogenbildung durch die Kationen. Da8B es sich tat- 
siichlich um eine echte Verzégerung handelt und nicht nur um einen 
vermehrten Verbrauch an Kohlenhydrat-Aequivalenten, geht daraus 
hervor, daB die Glykogenausbeuten bei den verzégerten Alkali-Bern- 
steinsiure-Kurven im allgemeinen nicht absinken gegeniiber denen der 
reinen Siure. Dementsprechend zeigen auch die Glykogen-Héchstwerte 
fiir 2,1 und 4,2 mAequiv. Alkali keine signifikanten Unterschiede, unab- 
hingig davon, zu welchem Zeitpunkt sie erreicht werden: 


Glykogen-Héchstwerte nach Verfiitterung der Bernsteinsdure und ihrer Alkalisalze. 





Ammonium 
2,1 mAequiv. 4,2 


freie Natrium Kalium 
BS 2,1 mAequiv. 4,2 | 2,1 mAequiv. 4,2 








g°%, Glykogen | 1,164] 1,111 | 0,937 | 1,185 | 0,952] 1,041 | 0,905 
Zeitpkt. Stdn. | 2 3 4, 3 5 41%, 6 























Die Frage nach der méglichen Ursache fiir die Verzégerung der 
Glykogenbildung fiihrte uns zu folgender Uberlegung: Bei der Bildung 
einer bestimmten Menge von Glykogen wird ein bestimmter Anteil an 
Bernsteinséure verbraucht (sei es, daB er unmittelbar in Glykogen um- 
gewandelt wird, sei es, daB er zur Lieferung der fiir die Glykogenese be- 
nétigten Energie verbrannt wird). Die der verwerteten Bernsteinsaure 
entsprechende Menge an Alkali-Ionen wird ,,frei‘‘ und muB entweder 
durch Kohlensaure oder durch die Bildung irgendwelcher fixer Saiuren 
neutralisiert werden. Es ist nun denkbar, daB das ,,Freiwerden‘‘ von 
Alkali-Ionen — und damit die Bildung von Glykogen aus der verfiitter- 
ten Bernsteinsiure — abhingig ist von der Leistungsfahigkeit dieses 
,,Neutralisationsmechanismus“: es wird nur soviel Bernsteinsiure fiir 
die Glykogenbildung verwertet, als der Organismus Anionen fiir die frei- 
werdenden Alkali-Ionen zur Verfiigung stellen kann. 


1G. Lukowsky u. H. Netter, Biochem. Z, 223, 53 [1952]. 
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Betrachtet man unter diesem Gesichtspunkt die Verhaltnisse beim 
Natriumsalz der Bernsteinsaure, so scheint nach unserer Theorie bis zur 
3. Stde. gerade etwa 2—3 mAequiv. Natrium neutralisiert werden zu 
kénnen. Wie aus der nachstehenden Tab. ersichtlich, nimmt die Glyko- 
gen-,,Ausbeute“ mit steigender Menge des zugefiihrten Natriums stark 
ab. Sie entspricht aber immer einer Natriummenge, die etwa zwischen 
2,4 und 2,9 mAequiv. liegt. Ist die zugefiihrte Natriummenge geringer, 
dann wird die Bernsteinsiure praktisch zu 100% verwertet. Dies gilt 
auch fiir die anderen Kationen, wie z. B. fiir Kalium und fiir Lithium. 








Verfiittert BS J ,Ausbeute“ Glykog. ,,freigeworden ‘‘ 
mAequiv. Na ‘ nach 3 Stdn. mAequiv. Na 
2,1 0,25 g 98%, 2,1 
4,2 0,25 g 56°, 2,4 
8,4 0,5 g 32% 2,7 
12,6* 0,5 g 21%, 2,7 
12,6** 0,5 g 35% 2,9 














* 8.4 mAequiv. als Succinat, 4.2 mAequiv, als Acetat. 
** 8.4 mAequiv. als Succinat, 4.2 mAequiv. als Chlorid. 


Besonders deutlich im Sinne unserer Theorie spricht der Vergleich 
der beiden unteren Zeilen unserer Tabelle (12,6 mAequiv. Natrium): 
Verfiittert man 0,5 g Bernsteinsiure mit 8,4 mAequiv. Natrium und zu- 
sitzlich 4,2 mAequiv. Natrium als Acetat, so wird auch die Essigsaure 
verwertet, d. h. auch die mit ihr verbundenen 4,2 mAequiv. Natrium 
miissen neutralisiert werden. Die Glykogenausbeute nach 3 Stdn. ist 
deutlich geringer als wenn man das Natriumacetat durch Natrium- 
chlorid ersetzt: die Natrium-Ionen des Chlorids kommen fiir die Erzeu- 
gung einer ,,Alkalose“ nicht in Betracht, und die Glykogenausbeute 
nach 3 Stdn. wird nur durch die 8,4 mAequiv. Natrium des Bernstein- 
siuresalzes bestimmt. 

Auch die anderen Alkali-Ionen verhalten sich wie Natrium: 








Verfiittert BS ,,Ausbeute“‘ Glykog. » freigeworden“‘ 
mAequiv. Alkali nach 3 Stdn. mAequiv. Alkali 
2,1 Li 0,25 g 93% 2,0 
4,2 Li 0,25 g 59% 2,5 
2,1 K 0,25 g 104% 2,1 
4,2 K 0,25 g 61% 2,6 
8,4 K 0,5 g 40% 3,4 
4,2 Rb 0,25 g 59% 2,5 











In den Versuchen mit 8,4 mAequiv. Kalium ist die nach 3 Stdn. 
,,freigewordene“ Menge an Kationen deutlich gréBer als bei den Natrium- 
Versuchen. Dies mag damit zusammenhingen, da8 das Kalium bei 
hohem extrazellulirem Angebot besonders schnell in die Zellen aufge- 
nommen wird, im Gegensatz zum Natrium, das gréBtenteils wohl extra- 
zellular verbleibt. 


Diese Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt, der wir auch an dieser Stellebestens danken. 
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Zusammenfassung 


Alkali-Ionen, welche mit Bernsteinsiure gemeinsam verfiittert wer- 
den, fiihren zu einer Hemmung der Glykogenbildung in der Leber, die 
sich darin éuBert, daB der Héchstwert an Glykogen erst zu einem spite- 
ren Zeitpunkt auftritt als nach Verfiitterung der reinen Saure. Dieser 
Verzégerungseffekt scheint unspezifisch zu sein, d.h. er ist fiir alle 
Alkali-Ionen und Ammonium etwa gleichartig nachweisbar und ist 
wohl auf die Tatsache zuriickzufiihren, daB bei Verwertung der Bern- 
steinsiure zum Zwecke des Glykogenaufbaues die _ ,,freiwerdenden‘‘ 
Kationen im Sinne einer Alkalose wirken und mdglichst schnell vom 
Organismus neutralisiert werden miissen. Dieser Vorgang scheint ein 
relativ langsamer zu sein: nur in dem MaBe, wie die ,,freigewordenen“ 
Kationen neutralisiert werden kénnen, kann die Bernsteinsiure zum 
Zwecke der Glykogenbildung verwendet werden; somit ist das Erreichen 
des Glykogenmaximums abhangig von der Geschwindigkeit der Neu- 
tralisationsvorgange. 

Beim Natrium-Ion konnte daneben eine beschleunigende Wirkung 
auf den Glykogenabbau nachgewiesen werden, die wohl so zu erklaren 
ist, daB auch das Natrium-Ion in die Zellen gelangt, aber dann unter 
Energie- (und damit Glykogen-)Verbrauch aktiv wieder eliminiert wer- 
den mu8. Dieser Vorgang konnte sowohl bei der Glykogenbildung aus 
Bernsteinséure als aus Glucose nachgewiesen werden und ist fiir das 
Natrium-Ion allein charakteristisch. Da es keinen entsprechenden Me- 
chanismus fiir Lithium oder Rubidium gibt, bleiben diese Ionen in den 
Zellen liegen und werden allmahlich iiber eine Herabsetzung ihrer Kon- 
zentration im Blut durch die Niere ausgeschieden. Es tritt daher kein 
verstirkter Abbau von Glykogen auf; das aus Lithiumsuccinat entstan- 
dene Glykogen verhalt sich so wie das bei Verfiittern reiner Bernstein- 
siure. 

Fiir das Kalium-Ion konnten wir in unseren Versuchen keine be- 
schleunigende Wirkung auf den Glykogenabbau feststellen. 
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Uber den Abbau des Galaktogens 
durch wasserlésliche Fermente der Schimmelpilze 
Von 
H. Weinland und K. Niichterlein 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Erlangen, Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1954) 


Die Vielzah] der Fermente in den Schimmelpilzen! veranlaBte uns, 
die Filtrationsenzyme der Technik daraufhin zu untersuchen, ob sie 
galaktogenolytische Enzyme enthalten. Tatsichlich sind solche nach- 
weisbar; jedoch ist der Abbau des Galaktogens im Vergleich zur Ein- 
wirkung des Hepatopankreassaftes von Helix pomatia® nicht, wie wir 
hofften, gréBer, sondern eher kleiner oder je nach Herkunft des Pri- 
parates von gleicher GréBenordnung. 

Da es sich um einen nur in geringem Ausma8 vor sich gehenden Ab- 
bau handelte, muBte sichergestellt werden, daB dieser durch das zu prii- 
fende Ferment verursacht wurde. Deshalb wurden a) Bebriitungsansatze 
mit und ohne Galaktogen unter gleichen Bedingungen verglichen. Dabei 
konnte eine Reduktionsdifferenz festgestellt werden. b) Kochte man 
beide Bebriitungsansitze, so entfiel die Reduktionsdifferenz. c) Ver- 
giftete man mit Natriumfluorid, so ging die Reduktionsdifferenz ent- 
sprechend der zugegebenen Menge zuriick. d) Galaktogen, in Puffer- 
lésung ohne Ferment bebriitet, zeigte keinen Abbau. e) Die Reduktions- 
differenz war pr-abhangig, am gréBten bei pu 4. f) Die Reduktions- 
differenz war abhangig von der Zeit und erreichte nach 60 Stdn. bei den 
gepriiften Enzympraparaten praktisch den Endzustand. g) Die Reduk- 
tionsdifferenz war der Galaktogenkonzentration proportional. 

Die Zunahme der Reduktion war auf abgespaltene Galaktose zuriick- 
zufiihren, die sowohl durch Papierchromatographie wie durch Vergérung 
nachgewiesen wurde. Im Strichchromatogramm erschien im Gegensatz 
zur Séurehydrolyse des Galaktogens* nur Galaktose ohne Zwischen- 
produkte mit Oligosaccharidcharakter. Die Reduktionsdifferenz der 
Bebriitungsansatze blieb nach Einwirkung von Bickerhefe bestehen. 
Sie ging nach Behandlung mit Galaktosehefe jedoch um 7/, zuriick. 
Das iibrig bleibende Achtel entfiel auf /-Galaktose, die von unterer 
Galaktosehefe nicht vergoren wurde*. Die Girversuche fielen im gleichen 
Sinne aus, wenn man die Papierchromatogramme mit entsprechenden 


1 E. Bamann u. K. Myrback, Die Methoden der Fermentforschung, Leipzig 
1941, Bd. 2, S. 1321. 
2 H. Weinland, Biochem. Z. 324, 19, 74 [1953]. 
3 F. May u. H. Weinland, diese Z. 296, 154 [1954]. 
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Hefen bespriihte*. Die linksdrehende Restgalaktose konnte auf dem 
Papier nicht mit Sicherheit erkannt werden, weil auch das leere Ferment 
in Héhe der Galaktose eine kleine Menge einer Substanz ablagert, die 
auBerdem auch links dreht. 

Die Frage, in wieweit die abgespaltene Galaktose den Ferment- 
prozeB hemmend beeinfluBt, bleibt fiir die 1-Galaktose offen; zugesetzte 
d-Galaktose hemmt in Mengen von 2—6% der vorhandenen Galaktogen- 
menge den Abbau nicht. 

Das galaktogenspaltende Ferment wird bei Behandlung mit Biacker- 
hefe in seiner Wirksamkeit gegeniiber Galaktogen nicht wesentlich 
gehemmt. Da einige unserer Filtrationsenzyme relativ viel vergarbaren 
Zucker enthielten, muBte dieser zur Erhéhung der Sicherheit der vor- 
liegenden Untersuchungen vergoren werden, wodurch das galaktogen- 
spaltende Ferment nicht geschaédigt wurde. 


Beschreibung der Versuche 


Arbeitsbedingungen 

Fermentmaterial: 1. ,,Pektinase 2068‘ und ,,Pektinase 2073‘, beide von 
Rohm & Haas, Darmstadt. Die letztere ist wegen ihres geringeren Zuckergehaltes 
bequemer zu handhaben (leider erst spater in unsere Hinde gelangt). 2. Filtragol 
von Bayer, Leverkusen. 3. Luizym der Luitpoldwerke, Miinchen*. Bei Filtragol 
und Luizym wurden in Angleichung an die wasserléslichen Pektinasepraparate von 
Réhm & Haas die wasserléslichen Enzyme, nach Ehrlich angereichert, und zur 
Untersuchung verwendet. 

Entfernung des vergarbaren Zuckers in ,,Pektinase 2068“ (titriert 
nach Willstatter-Schudel etwa 45% Aldohexose): Die 2—8-proz. Ferment- 
pulverlésung wird mit dreimal gewaschener Backerhefe bei 38° und 7% Hefekon- 
zentration vergoren. Die Garung dauert 1—3 Stdn., wobei die Hefe alle Stunden 
erneuert und nach der Garung durch zweimaliges Zentrifugieren entfernt wird. 

Galaktogenpraparat: Aus Eiern von Helix pomatia*, 1930—34 von 
F. May als Ausgangsmaterial fiir alle Untersuchungen am Institut dargestellt. 
Es war nicht mit May’s Kupferlauge behandelt’. 

Bebriitungsbedingungen: Wo nicht anders vermerkt, wurde mit 4-proz. 
Fermentpulver, 1,2% Galaktogen, bei Verwendung von 1/, Vol. Phosphat-Citrat- 
puffer, py 4 nach Mc Ilvaine, gearbeitet, unter Beigabe von Toluol und VerschluB 
mit ausgekochten Korkstopfen, Bebriitungstemperatur 50°. 

Aufarbeitung: Bebriitungsansatz mit Galaktogen (im folgenden bezeichnet 
als Bebriitungsansatz) und Bebriitungsansatz ohne Galaktogen (Leerbebriitung) 
werden unter gleichen Bedingungen mit Cadmiumhydroxyd enteiweiBt und in 
MeBkG6lbchen auf gleiches Volumen aufgefiillt und titriert. 

Verwendete Reduktionsmethode: Wo nicht anders vermerkt, nach 
Hagedorn-Jensen, abgewandelt fiir Analysen bis zu 1700 y nach Wierzu- 
chowski-Dzidiow, Sysa und Borkowski’, wobei nicht mit n/100 sondern mit 
n/200-Thiosulfat titriert wurde und die Kochzeit entsprechend den Angaben von 


4H. Weinland u. F. May, diese Z. 298, 153 [1953]. 

5 1. ¢.2, 8. 1916. 

6 F. May, Z. Biol. 92, 325 [1932]. 

7 F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 

8 M. Wierzuchowski, F. Dzidiow, J. Sysa u. Z. Borkowski, diese Z. 
258, 231 [1938]. 

* Wir danken den drei genannten Firmen fiir die giitige Uberlassung der 
Praparate herzlichst. 
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Larsson-Sveinsson fiir die Galaktose® auf 20 Min. verlingert wurde. Dabei wird 
die aus Bebriitungsansatz und Leerbebriitung ermittelte Thiodifferenz mit dem 
Glucosewert 0,36 fiir 1 ccm multipliziert, bei »/200 Thiosulfat mit 0,180. Fiir 
Galaktose mit 20% geringerer Reduktionskraft?® 14 wird auBerdem mit 1,25 
multipliziert oder vereinfacht die Thiosulfat-Differenz direkt mit 0,225. 


Pektinase 2068 und 2073 


Vergleich der Fermentwirkung mit und ohne Vergarung durch 
Backerhefe (Pektinase 2068): 10 ccm einer 2-proz. Fermentpulverlésung 
wurden 1 Stde. mit Backerhefe vergoren, die iibrige Fermentpulverlésung direkt 
verwendet. Mit beiden Lésungen wurde je ein Bebriitungsansatz (2 com Ferment- 
pulverlésung, 1 com Puffer und 1 ccm 5-proz. Galaktogenlésung) und eine Leer- 
bebriitung (Wasser an Stelle der Galaktogenlésung) angesetzt. Bebriitung 60 Stdn., 
nach EnteiweiBung auf 50 ccm aufgefiillt. 











Verbrauch n/200-Thiosulfat 
Mittelwerte 
Tous ~~ Analyse Bebri entspr. Galaktose 
uioaaiitinien verwendet] Leer- ebru- Diff Galaktose | in 50 ccm 
P 8 bebriitung| *™g8- — 
ansatz 
ccm ccm ccm ccm mg mg 
unvergoren 3 4,08 3,68 0,40 0,090 1,5 
vergoren ; 10 7,47 6,40 1,07 0,241 1,2 




















Der Abbau ist in beiden Fallen von der gleichen GréB8enordnung. 


Zerstérung des Fermentes in ,,Pektinase 2068“ durch Kochen. 
2ccm 8-proz. vergorene Fermentpulverlésung, versetzt mit 1cem Puffer und 
a) 1 ccm 5-proz. Galaktogenlésg. bzw. Wasser, anschlieBend 10 Min. im kochenden 
Wasserbad erhitzt. 

b) lecem 5-proz. Galaktogenlésung bzw. Wasser. 

Bebriitung 60 Stdn., Volumen nach EnteiweiBung 50 ccm; je 3ccm zur 
Titration verwendet. Versuchsprotokoll in der folgenden Tab. unter Nr. 1 und 2. 

Vergiftung des Fermentes in ,,Pektinase 2068“ durch Natrium- 
fluorid: Die Fermentpulverliésung ist die gleiche wie in obigem Versuch. Das 
Natriumfluorid wurde der Pufferliésung zugesetzt: 

a) in 5ccm Puffer 420 mg Natriumfluorid (Lésung mit schwacher Triibung), 
b) in 5ccem Puffer 84 mg Natriumfluorid (klare Lésung), 
c) Puffer ohne Zugabe von Natriumfluorid. 





























Verbrauch /200-Thiosulfat 
Mittelwerte entspr. | Galaktose 

Nr.| Versuch & « Galakt in 50 ccm 

Leer Bebriitungs Differenz acu: 

bebriitung ansatz 

ecm com com mg mg 
1 | gekocht 1,08 1,09 0,01 0 0 
2 | ungekocht 1,08 0,55 0,53 0,12 2,0 
3 | m/2-NaF 5,29 5,18 0,11 0,025 0,25 
4 | m/10-NaF 4,99 4,70 0,29 0,065 0,65 
5 | kein NaF 4,77 3,98 0,79 0,180 1,80 








® Pp. A. Larsson u. 8. L. Sveinsson, Skand. Arch. Physiol. 88, 58 [1939]. 
10 -H. Kosterlitz, Z. ges. exp. Med., 81, 792 [1932]. 
1G. W. Pucheru. M. W. Finch, Proc. Soc. exp. Biol. Med.. 28, 468 [1925/26]. 
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Je 2.ccm 8-proz. vergorene Fermentpulverlisung, versetzt mit 1 cem Puffer 
a—c und 1 cem 5-proz. Galaktogenlésung bzw. 1 ccm Wasser. Bebriitung 60 Stdn., 
Vol. nach EnteiweiBung 50 ccm; je 5 ccm zur Titration verwendet. Versuche 3—5 
der vorstehenden Tabelle. 

Die Spaltungstatigkeit des Fermentes in ,,Pektinase 2068 ist 
direkt proportional der vorhandenen Galaktogenkonzentration. Die 
Galaktogenlésungen der folgenden Tabelle sind hergestellt durch Verdiinnen einer 
20-proz. Galaktogenlésung (gelést in Puffer) mit Pufferlésung. Je 1 ccm Galak- 
togenpufferlésung bzw. Puffer wurde mit 2 ccm 6,25-proz. vergorener Ferment- 
pulverlésung versetzt. Bebriitungszeit 60 Stdn., Vol. nach EnteiweiBung 50 ccm; 
je 5ccm zur Titration verwendet. 








Verwendete | Galaktogen Verbrauch | entspricht abge-| abgespaltene 
Galaktogen- im Ansatz | n/200-Thiosulfat | SPaltener Galak- Galaktose 
losung tose in 50 com 
% % ecm mg mg 
20,0 6,7 3,68 0,55 5,5 
16,0 5,3 4,23 0,43 4,3 
12,8 4,3 4,60 0,34 3,4 
4,7 2,6 5,12 0,23 2,3 
0,0 0,0 6,13 0,00 0,0 














Zeitlicher Verlauf des Abbaues mit Ferment aus ,,Pektinase 2068‘, 
verfolgt iiber 60 Stdn. bei 50° und 29°. Je 15 ccm einer 8-proz. vergorenen 
Fermentpulverlésung wurden in vier Erlenmeyerkolben pipettiert, zwei davon mit 
7,5cem Puffer und 7,5 ccm 5-proz. Galaktogenlésung, die beiden anderen mit 
7,5 ccm Puffer und 7,5 ccm Wasser versetzt. Je ein Bebriitungsansatz (30 ccm) 
und eine Leerbebriitung wurden bei 50°, die andere bei 29° gehalten. Zu den in der 
folgenden Tabelle angegebenen Zeiten wurden aus jedem Kélbchen 4 ccm ent- 
nommen, nach EnteiweiBung auf 50 ccm aufgefiillt und zur Zeit Null je 10 ccm, bei 
den anderen Zeiten je 5 ccm titriert. 




















Verbrauch n/200-Thiosulfat, h 
Bebriitungs- Mittelwerte entspr.abgespalt.| ©rrechnet 
zeit Galaktose Galaktose 
Leer- Bebriitungs- in 30 cem 
bebriitung ansatz 
Stdn. ecm ccm mg mg 
a) bei 50° 
0 1,62 1,68 0 0 
12 5,44 4,69 0,17 12,75 
22 5,39 4,66 0,16 12,30 
40 5,32 4,59 0,16 12,30 
61 5,39 4,61 0,18 13,16 
b) bei 29° 
0 1,61 1,57 0,01 0,67 
12 4,90 4,73 0,04 3,00 
22 4,92 4,62 0,07 5,25 
40 4,84 4,46 0,09 6,75 
61 4,89 4,40 0,11 8,25 














Zeitlicher Verlauf des Abbaues mit Ferment aus ,,Pektinase 2073", 
verfolgt iiber 17 Tage bei 37°. Je 10 ccm 5-proz. Fermentpulverlésung in 
4* 
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Natriumacetat-Essigsiure-Puffer, pH4.1, wurden a) versetzt mit 250mg Galak. 

togen, b) ohne Galaktogen bebriitet. Nach verschiedenen Zeiten wurden je 0,5 ccm 

entnommen, enteiweiBbt, auf 25 ccm aufgefiillt und je 2 com nach Hagedorn-Jensen, 
fiir Galaktose modifiziert von Larsson-Sveinsson® titriert. 








f Bebrii- entspr. Leer- entspr. abgespalt. 
Bebri- aT tungs- Galaktose Bebrii- | Galaktose | Galaktose 
tungs-| Rea. ansatz | nach Abzug | tung | nach Abzug| in10ccm 
zeit | senzien | com des com des Bebriitungs- 
Thio- Leerwertes Thio- | Leerwertes ansatz 
Tage y sulfat y sulfat y mg 
0* 5,8 1,445 123,7 1,465 119,0 1,18 
5 0,0 1,037 225,6 1,250 175,0 12,65 
11 5,0 0,723 294,0 1,048 218,0 19,00 
17 10,5 0,670 301,5 1,028 217,2 21,08 




















* In der Zeit Null ist die Zeitspanne bis zur vélligen Auflésung des Galaktogens mit enthalten, 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf des Abbaues mit Pektinase 2068 (29 u. 50°) und Pektinase 
2073 bei 37°. Ordinate : Abgespaltene Galaktose in °% des vorhandenen Galaktogens, 
Abszisse: Bebriitungszeit. 


Charakterisierung der entstehenden Spaltprodukte 
a) mittels Garung. 


Verwendete Hefen: 1. frische Backerhefe, 2. an d-Galaktose gewohnte unter- 
garige Bierhefe (Galaktosehefe)?, unter den folgenden Bedingungen auf Garfahig- 
keit gepriift. 

In Vorversuchen wurde festgestellt, daf das Galaktogen die Vergarung der 
d-Galaktose mit Galaktosehefe nicht beeinfluBt. 

Versuch: 2 ccm vergorene 8-proz. Fermentpulverlésung ,,Pektinase 2068‘, 
versetzt mit 1 ccm Puffer und 1 ccm 5-proz. Galaktogenlésung, bzw. 1 cem Wasser 
66 Stdn. bebriitet und nach EnteiweiBen auf 50 ccm aufgefiillt, werden untersucht 
auf ihren Reduktionswert in je 5 ccm der Liésung a) vor der Garung; b) nach einer 
ersten Garung mit Backerhefe, wobei je 26 ccm aus Bebriitungsansatz und Leer- 
bebriitung mit der Hefemenge aus 5 cem einer 25-proz. Suspension versetzt und 
15 Min. bei 22° vergoren wurden. 

c) nach einer zweiten Garung mit Backerhefe, wobei 20 ccm der aus b) ab- 
zentrifugierten Lésung mit der Hefemenge aus 4 ccm der Hefesuspension unter 
denselben Bedingungen vergoren wurden. 

d) nach einer anschlieBenden Garung der abzentrifugierten Lésung aus c) mit 
Galaktosehefe, wobei 14 ccm mit der Hefemenge aus 3 ccm einer 20-proz. Galak- 
tosehefesuspension versetzt und wahrend 60 Min. bei 38° vergoren wurden. 
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e) nach einer zweiten Gérung mit Galaktosehefe, wobei je 8 ccm der aus d) 
abzentrifugierten Lésungen mit der Hefemenge aus 2 ccm der Galaktosehefe- 
suspension noch einmal 60 Min. bei 38° vergoren wurden. 

Die folgende Tabelle enthalt die Werte fiir je 5 ccm der beiden Lésungen in 
den fiinf Untersuchungsstadien. 

















Verbrauch n/200-Thiosulfat, 
Mittelwerte Differenz 
Garungen 
Leerbebriitung | Bebriitungsansatz 

ccm ecm ecm 
Vor der Garung. .... 5,06 4,22 0,84 
erste Backerhefe. ... . 5,31 4,49 0,82 
zweite Backerhefe ... . 5,42 4,59 0,83 
erste Galaktosehefe .. . 5,56 5,45 0,11 
zweite Galaktosehefe. . . 5,66 5,54 0,12 





Galaktosehefe vergart 7/, der ganzen Galaktose. Das letzte Achtel bleibt un- 
vergoren, entspr. der /-Galaktose. 


b) auf papierchromatographischem Wege. 

5ccm Bebriitungsansatz, enthaltend 5% Fermentpulver ,,Pektinase 2073“ 
und 6% Galaktogen (Natriumacetat-Essigsiure-Puffer, pp 4,1) wurde mit ent- 
sprechender Leerbebriitung 30 Stdn. bei 37° belassen, enteiweiBt, auf 100 ccm 
aufgefiillt und nach Hagedorn-Jensen abgewandelt fiir Galaktose titriert; gefunden 
70,1 y abgespaltene Galaktose pro com = 7,01 mgr in 100 ccm. 

Beide Lésungen wurden im Vak. bei 45° véllig eingedampft und anschlieBend 
der Riickstand mit 1,2 com Wasser aufgenommen. Je 2 cmm wurden in den ein- 
zelnen Startpunkten zur Anreicherung mehrfach aufgetragen, parallel liefen 60 y 

yalaktose als Begleit-Testsubstanz. 


Abb. 2. Chromatographische Identifizie- 
rung der Galaktose (Nachzeichnung) : 


a) Bebriitungsersatz, 


b) 60 » Galaktose. 


a'!b 





Weder die Leerbebriitung noch eine allein mit Pufter bebriitete 6-proz. Galak- 
togenlésung (5 ccm) lieferten im Durchlaufchromatogramm mit Butanol-Eisessig- 
Wasser eine nachweisbare Zuckerzone, wahrend der Bebriitungsansatz in Héhe 
der Testgalaktose einen deutlichen Galaktosefleck zeigte (vgl. Abb. 2). 

Eine nochmalige Einengung der Restlésungen von Bebriitungsansatz und 
Leerbebriitung auf 0,3 ccm und Auftragung als Strichchromatogramme ergibt 
dasselbe Resultat, nur noch schéner dargestellt (siehe Abb. 3). In der Leerbebriitung 
ohne Galaktogen, d. h. also im Ferment selbst erscheinen drei sehr schwache Zonen 
nach Benzidinentwicklung. Die auBerst starke Galaktosezone im Bebriitungs- 
ansatz 148t einwandfrei die Abspaltung aus Galaktogen.erkennen. Besonders her- 
vorzuheben ist auch hier, daB Di- und Oligosaccharide als Zwischenprodukte nicht 
auftreten, d.h. wie schon in friiheren Versuchen gezeigt, nur Galaktose abge- 
spalten wird. 








Uber den Abbau des Galaktogens Bd. 298 (195-4) 
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Abb. 3. Strichchromatogramm des eingeengten Bebriitungsansatzes (a) aus Abb. 2 
und der dazugehérigen, in gleicher Weise eingeengten Leerbebriitung (b), mit 
Butanol-Eisessig-Wasser 80 Stdn. chromatographiert; Benzidinentwicklung. 


Galaktogenabbau bei Zugabe von d-Galaktose 
“ mit Ferment aus ,,Pektinase 2068‘ 


Je 2 ccm einer 8-proz. vergorenen Fermentpulverlésung in drei Reagensglas- 
paaren werden paarweise mit der gleichen Menge d-Galaktose in 1 ccm Puffer 
versetzt und je einer der beiden Ansitze mit 1 ccm 5-proz. Galaktogenliésung, der 
andere mit 1 cem Wasser 67 Stdn. bebriitet. Nach EnteiweiBen und Avffiillen auf 
50 ccm werden je 5 ccm zur Titration verwendet. Die in der Tab. angegebenen 
d-Galaktosemengen in 1 ccm Puffer bzw. in einem Versuchsansatz sind hergestellt 
aus einer 3,75-proz. d-Galaktoselésung durch Verdiinnen von je 1 ccm mit 10,20 
und 40 cem Puffer. 














zugesetzte d-Galaktose wea entspr. abgespalt. 
abgesp. Galaktose 
- of Leer- Bebriitungs- | Galaktose in 50 com 
in % vom i 
Bo lens cd tarot ee ae 
3,41 6,12 3,71 2,95 0,171 1,71 
1,78 3,24 4,26 3,51 0,169 1,69 
0,91 1,71 4,45 3,84 0,137 1,37 

















Verschiedene Mengen an zugesetzter d-Galaktose haben auf den Abbau keinen 
nachweisbar hemmenden EinfluB. 
Bei Luizym und Filtragol waren die Abbauvorginge entsprechend, aber 


geringer. 


topankreassaft von Helix. 


Zusammenfassung 

In den wasserléslichen Fermenten von Schimmelpilzen ist ein 
galaktogenspaltendes Ferment enthalten, das d- und /-Galaktose ab- 
spaltet. Die Abspaltung ist von derselben GréBenordnung wie bei Hepa- 
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Uber den Ursprung des Kotfettes 
1. Untersuchungen an fettfrei ernahrten Ratten 


Von 
A. Holasek 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und Pregl-Laboratorium 
der Universitit Graz (Vorstand: Prof. Dr. H. Lieb) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1954) 


Der gréBte Teil der zahlreichen Untersuchungen iiber die Lipid- 
ausscheidung im Kot befaBt sich mit der Priifung der Verdauung und 
Resorption von Fetten, sei es zur Feststellung des biologischen Wertes 
verschiedener Fettarten oder zur Untersuchung der Darmtatigkeit unter 
pathologischen Bedingungen, wie Gallenleiden, Sprue, Coeliakie, Pan- 
kreasinsuffizienz usw. Nur eine relativ kleine Anzahl von Arbeiten be- 
trifft die eigentliche Fettausscheidung im Kot, naimlich die Ausscheidung 
bei fettfreier Ernihrung. Da im Kot unter allen Bedingungen Lipide 
enthalten sind, ist man fast allgemein der Ansicht, daB ein groBer Teil 
davon einer echten Sekretion in das Darmlumen entstammt?* %, 

Es ist oft schwierig, die verschiedenen Ergebnisse miteinander zu 
vergleichen, weil verschiedene Extraktions- und Bestimmungsmethoden 
Anwendung fanden und somit der Begriff Lipid verschieden aufgefaBt 
wurde. Es ist klar, daB nicht alles, was mit Ather oder Alkohol aus dem 
Kot extrahiert werden kann, unter diesen Begriff fallt. Und dennoch 
wurde oft das nach dem Abdampfen des Athers erhaltene Gemisch ge- 
wogen und als Kotlipid oder ,,Rohfett‘‘ bezeichnet. Es ware zweck- 
maBiger, dies als den atherléslichen Anteil des Kotes zu bezeichnen, 
wodurch manche Fehlschliisse ausgeschaltet werden kénnten. Der in 
Petrolather lésliche Anteil des atherischen Kotextraktes kommt dem 
Begriff Lipid viel naher, obwohl auch dieser nach Sperry* zu 20% 
aus anderen Stoffen bestehen soll. Die Lipide des Kotes bestehen haupt- 
sichlich aus Fettsiuren (veresterte, freie und Seifen) sowie aus Ste- 
rinen® 6, Die iibrigen zu den Lipiden gezihlten Stoffe sind bei fettfreier 
Ernaihrung im Kot nur in geringer Menge enthalten. Uber die Aus- 


1 K. Lang, Der intermediare Stoffwechsel, Springer-Verlag Berlin-Heidel- 
berg-Gottingen, 1952, S. 258. 

2 J.S. Kleiner, Human Biochemistry, St. Louis The C. V. Mosby Comp. 
1948, S. 392. 

3 R. P. Cook, Biochem. Society Symposia, No. 9 ,,Lipid Metabolism‘‘, Cam- 
bridge, At the University Press, 1952, S. 25. 

4 W.M. Sperry u. R. W. Angevine, J. biol. Chemistry 96, 769 [1932]. 

5 D.C. Edwards u. R. P. Cook, Biochem. J. 48, IX [1951]. 

6 R. P. Cook u. D. C. Edwards, Biochem. J. 49, XL [1951]. 
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scheidung der Sterine wurden bereits umfangreiche Untersuchungen 
ausgefiihrt”®, so daB an dieser Stelle hierauf nicht naher eingegangen 
wird. Die Gesamtfettsauren (freie und veresterte) des Kotes verdienen 
das gleiche Interesse; denn sie.allein sind ein brauchbares MaB der Aus- 
scheidung von Ko6rperfett. 


Friedrich Miiller® stellte 1884 fest, daB hungernde Hunde im Kot betracht- 
liche Mengen an Fett ausscheiden. Dasselbe fand er auch bei einem Hungerkiinst- 
ler?°, Bei fettfreier Kost scheiden sowohl Tiere" als auch der Mensch?® nicht zu 
vernachlassigende Mengen an Lipiden aus. Bei fettarmer Kost findet man im Kot 
oft mehr Lipid, als in der Nahrung enthalten war!. Die Ergebnisse der Unter- 
suchung bei fetthaltiger Nahrung sind teilweise widersprechend. Wahrend die 
einen feststellen konnten, daB die Menge und die Zusammensetzung des Kotfettes 
unabhangig vom Nahrungsfett ist’*'*, fanden die anderen eine Zunahme der 
Kotlipidmenge und eine Anderung seiner Eigenschaften bei Fettzufuhr?’»1*. Der 
letzte Befund diirfte jedoch nur dann zustandekommen, wenn entweder eine zu 
hohe Fettmenge oder ein gesittigtes Fett verfiittert wird. 

Bei normaler Kost unterscheidet sich das Kotfett vom Nahrungsfett und 
wird durch letzteres nicht beeinfluBt. Abgesehen von den fliichtigen Fettsauren, 
die sicher der Bakterientatigkeit entstammen, fand man eine relativ groBe Menge 
an héheren gesattigten Fettsiuren und Olsdure. Es soll dem Blutfett ahnlicher sein 
als dem Nahrungsfett 14 14, 

Umfangreiche Untersuchungen zur Klarung der Frage, woher das Kotfett 
stammt, wurden bereits von Sperry durchgefiihrt. Zu Beginn seiner Arbeiten 
stellt er fest, daB folgende Quellen in Frage kommen" : 


1. Der Resorption entgangenes Nahrungsfett. 

2. Das Fett der desquamierten Darmzellen. 

3. Bakterienlipide. 

4. In das Darmlumen sezerniertes Kérperfett. 

Das Nahrungsfett kam nicht in Frage, da fettfrei ernahrt wurde. Durch iiber- 
zeugende Versuche an Hunden konnte er zeigen, da8 es sich nur zu einem kleinen 
Teil um das Fett der desquamierten Zellen handeln kann}*.Nicht so iiberzeugend 
waren seine Untersuchungen zur Klarung der Frage, ob und zu welchem Prozent- 
satz es das Bakterienfett sein kann?°. Durch fraktioniertes Zentrifugieren versucht 
er die Bakterien abzutrennen. Er gewinnt dabei drei Fraktionen: eine Lésung mit 
5% des Kotfettes, eine Bakterienfraktion mit héchstens 40% und eine Fraktion 
aus groberen Teilchen mit dem gréBten Teil des Kotfettes. An Gallenfistelhunden 
konnte er zeigen, daB auch das verfiitterte Fett in dieser Fraktion der groben Par- 


7 W.M. Sperry, J. biol. Chemistry 71, 351 [1926—1927]. 

8 R. Schénheimer u. H. v. Behring, diese Z. 192, 102 [1930]. 

® F. Miller, Z. Biol. 20, 327 [1884]. 

10 F. Miller, Virchows Arch. Pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 181, 
Suppl. 108, 64 [1893]. 

11 W. M. Sperry u. W. R. Bloor, J. biol. Chemistry 60, 261 [1924]. 

#2 L. Kline, Biochem. Z. 324, 385 [1953]. 

18 KE. Hill u. W. R. Bloor, J. biol. Chemistry 53, 171 [1922]. 

14 A. Krakower, Amer. J. Physiol. 107, 49 [1934]. 

1 A.D. Holmes u. R. H. Kerr, J. biol. Chemistry 58, 377 [1923]. 

16 J.H. Annegers, J. H. Boutwell u. A.C. Ivy, Gastroenterology 10, 
486 [1948]. 

17 A.D. Barbour, J. biol. Chemistry 106, 281 [1934]. 

18 E. E. Wollaeger, M.W.Comfort u. A.E.Osterberg, Gastroente- 
rology 9, 272 [1947]. 
19 W.M. Sperry, J. biol. Chemistry 96, 759 [1932]. 
20 W.M. Sperry, J. biol. Chemistry 81, 299 [1929]. 
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tikel zu finden ist, also augenscheinlich von diesen Teilchen adsorptiv gebunden 
wird}, 

Auf Grund dieser Versuche kommt Sperry zum SchluB, daB die Hauptmenge 
der Kotlipide der Sekretion in das Darmlumen entstammt. Diese Sekretion erfolgt 
vor allem im Diinndarm, wahrend im Dickdarm ein Teil davon wieder resorbiert 
wird‘, Dieser Ansicht von Sperry haben sich in der Folge mehrere Nachpriifer 
angeschlossen.14»2? und sie scheint heute allgemein anerkannt zu sein. Es wurde 
ferner festgestellt, daB dickleibige Menschen mehr Lipid im Kot ausscheiden**. 
Man suchte auch nach Mitteln, die Fettexkretion zu beeinflussen24~?°, 

Besonders interessant ist der acholische Kot, der bekanntlich mehr Fett ent- 
halt als der normale. Dies ist auch dann der Fall, wenn fettfreie Nahrung gegeben 
wird’, Auf die Frage der Gesamtfettsaéureausscheidung unter acholischen Bedin- 
gungen soll in einer der nachsten Arbeiten eingegangen werden. 


Die Ansicht, daB in das Darmlumen KoOrperfett sezerniert wird, 
scheint uns trotz der scheinbar dafiir sprechenden Befunde noch unge- 
niigend fundiert zu sein. Der Hauptbestandteil des K6rperfettes sind 
die héheren Fettsiuren und nur der Beweis, daB die héheren Fettsiuren 
des Kotes aus dem Ko6rperfett stammen, ist entscheidend. In der vor- 
liegenden Arbeit wurde die Menge dieser Siuren im Kot durch Fallung 
mit Harnstoff und nachfolgende Titration bestimmt. In Vorversuchen, 
iiber die bereits berichtet wurde?’ 28, konnte festgestellt werden, da 
die Myristin-, Palmitin- und Stearinséure praktisch quantitativ und die 
Olsiure unter den gegebenen Bedingungen zum gréBten Teil als Harn- 
stoffaddukte fallbar sind. 

Unter Beniitzung der Methode der Fallung der héheren Fettsauren 
mit Harnstoff sollte gepriift werden, wie sich die Fettausscheidung mit 
der Zusammensetzung der fettfreien Nahrung andert. Andererseits 
sollten auch die Sperryschen Befunde, wonach das Bakterienfett nur 
etwa 40% des Kotfettes ausmacht, nachgepriift werden. 


Methode 


Ausgewachsene weife Ratten wurden in Kafigen gehalten, deren Boden aus 
Eisenstaben bestand, so da8 der Kot auf ein darunter befindliches Netz fallen 
konnte. Das gewogene Futter wurde den Tieren jeden Morgen als Brei gegeben, 
gleichzeitig der Kot gesammelt und bis zur Weiterverarbeitung in salzsaurem 
Alkohol aufbewahrt. Die Nahrung war fettfrei und zeigte im iibrigen eine wech- 
selnde Zusammensetzung, woriiber bei den einzelnen Versuchen berichtet wird. 

Zur besseren Ubersicht wird hier eine kurze Zusammenfassung der einzelnen 
Schritte der Kotverarbeitung gegeben : 

1. Extraktion mit heiBem, salzsaurem Alkohol, sowie mehrmals mit Ather 
durch Schiitteln und Filtrieren. 


21 W. M. Sperry, J. biol. Chemistry 85, 455 [1929—1930]. 

22 ©, J. Nufiez u. J. A. Bargen, Arch. argent. Enferm. Apar. digest 14, 
541 [1939]. 

2 J. Sola Espejou. G. Waisman, Rev. Asoc. argent. Dietol. 4, 94 [1946]. 

24 KE. Hill u. A. E. Koehler, J. biol. Chemistry 98, 185 [1932]. 

2 L, Gschaedler u. G. Viollier, Helv. physiol. pharmacol. Acta 6, 267 
[1948]. 

26 J, A. Schulz u. B. H. Thomas, J. Nutrition 42, 175 [1950]. 
27 A, Holasek u. M. G. Ibrahim, Fette u. Seifen 55, 601 [1953]. 
28 A, Holasek u. F. Sadek, Fette u. Seifen, im Druck. 
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2. Nach dem Abdampfen des Athers wird in alkoholischer Lésung mit Natron- 
lauge verseift und die angesdiuerte Lésung mit Petrolather ausgeschiittelt. 

3. Abdampfen des Petrolaithers und Lésen des Riickstandes in 86-proz. 
Athanol. 

4, Fallung der héheren Fettsiuren aus dieser Léisung mit Harnstoff und 
Titration mit 0,l-n. NaOH. 

1. Der in salzsaurem Alkohol aufbewahrte Tageskot von 5—15 Ratten wird in 
einer Reibschale zu einem Brei zerrieben und dann aufgekocht. Nach dem Ab- 
kiihlen gibt man mindestens das gleiche Volumen an Ather dazu, schiittelt und 
!aBt tiber Nacht stehen. Am nachsten Tag wird abgenutscht, der Riickstand auf 
der Nutsche ausgepreBt, in Ather suspendiert und geschiittelt. Man nutscht ab und 
wiederholt diese Extraktion mit Ather noch zweimal. Die Extrakte werden ver- 
einigt und der Ather auf dem Wasserbad abdestilliert. Der extrahierte und ge- 
trocknete Kot wird gewogen. 

Die Vollstandigkeit der Extraktion wurde bei Stichproben auf folgende Art 
gepriift : Der extrahierte Kot wurde in 10-proz. Natronlauge suspendiert und am 
Wasserbad bis zur Trockene eingedampft, der Riickstand in verd. Salzsaure auf- 
genommen und mit Ather ausgeschiittelt. Es konnten im Extrakt keine héheren 
Fettsaiuren nachgewiesen werden. 

2. Die nach dem Abdestillieren des Athers verbleibende alkoholische Lésung 
wird mit Natriumhydroxyd versetzt, quantitativ in eine Porzellanschale gebracht 
und auf dem Wasserbad eingedampft. Dies dauert einige Stunden, so daB es sicher 
zu einer vollstindigen Verseifung kommt. Der Riickstand wird in Wasser aufge- 
nommen, mit Salzsiure angesiuert und dreimal mit Petrolather ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Extrakte befreit man durch Ausschiitteln mit Wasser von der 
Salzsaure, trocknet sie mit Natriumsulfat und filtriert. 

Bei den ersten, Versuchen wurde mit Ather statt mit Petrolather ausge- 
schiittelt. Ather hat jedoch den Nachteil, daB verschiedene Sauren extrahiert 
werden, die mit den Lipiden in keinem Zusammenhang stehen. Dazu kommt noch, 
daB der Extrakt stark braun gefarbt ist, was eine Titration der mit Harnstoff nicht 
fallbaren Sauren erschwert oder unméglich macht. Durch Behandlung mit Tier- 
kohle kann man eine weitgehende Entfarbung erreichen, lauft aber Gefahr, einen 
Teil der Fettsaéuren zu verlieren?®. Wenn man jedoch den Riickstand des ather. 
Extraktes, wie unter 3. und 4. beschrieben, weiterbehandelt, so macht es keine 
Schwierigkeiten, die mit Harnstoff gefallten Fettsauren zu titrieren. 

Durch die Extraktion mit Petrolather wird also eine Reihe von Sauren nicht 
erfaBt. Diese sind im Rahmen dieser Arbeit auch ohne Bedeutung, da sie nicht zu 
den hier interessierenden Fettsiuren gehéren. 

3. Der petrolitherische Extrakt wird zunachst auf dem Wasserbad und dann 
im Vak, eingedampft, der Riickstand in 50 ml 86-proz. Athanol aufgenommen und 
zum Sieden erhitzt. Nur in Fallen, bei denen gréBere Mengen an Fettsauren zu 
erwarten sind, wird der Riickstand in 100 ml 86-proz. Athanol gelést. Man kiihlt 
ab und 1aBt die meist triibe Lésung 2 Stdn. im Kiihlschrank bei etwa 2° stehen. 
Dabei bildet sich ein Niederschlag, von dem rasch abfiltriert wird. Dieser Nieder- 
schlag besteht zum GroBteil aus Unverseifbarem (Sterine), enthalt jedoch auch 
kleinere Mengen an Sauren (Verbrauch von 0,5 bis 1,5 ml 0,1-n. NaOH pro 10 Rat- 
ven und Tag). Es kann sich bei diesen Saéuren auf keinen Fall um die iiblichen Fett- 
sduren mit 18 oder weniger Kohlenstoffatomen handeln, was durch Priifung der 
Loslichkeit der Stearinséure unter diesen Bedingungen festgestellt werden konnte. 
Um welche Sauren es sich hierbei handelt, wurde nicht gepriift. Ihre Menge andert 
sich teilweise parallel mit dem Fettsduregehalt des Kotes. 

4. Man gibt nun 8 g Harnstoff pro 50 ml des klaren Filtrates, erwarmt, bis 
sich der Harnstoff lost, kiihlt unter der W. asserleitung ab, bis ein Niederschlag 
erscheint und 1aBt verschlossen mindestens 4 Stdn. im Kiihlschrank stehen. Die 


29 G. Monasterio u. G. Gigli, Rass. fisiopatol. clin. e terap. (Pisa) 19, 
33 [1947]. 
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Harnstoffmenge muB8 so groB sein, daB nach dem Ausfall der Fettsdureaddukte 
auch freier Harnstoff ausfallt, als Zeichen, daB die iiberstehende Lésung an Harn- 
stoff gesattigt ist. 

Man kann iiberschlagmaBig annehmen, daB zur Sattigung von 50 ml Lésung 
6 g Harnstoff bendtigt werden. Fiir jedes zu erwartende Gramm Fettsdure (ber. 
als Stearinsdure) gibt man 3 g Harnstoff dazu. Ein Uberschu8 an Harnstoff stért 
nicht, solange die Menge nicht so groB ist, daB sie eine einwandfreie Filtration be- 
hindert. Im Rahmen dieser Arbeit waren 8 g Harnstoff immer ausreichend. 

Bei der tiefen Temperatur fallen, wie bereits gesagt, die Myristin-,Palmitin- 
und Stearinsdure quantitativ und die Olsdure zum groBeren Teil aus. Nicht gefallt 
werden die niederen und die mehrfach ungesattigten Sauren sowie alle anderen, 
allenfalls noch vorhandenen Sauren. Die niederen Dicarbonsauren, die mit Harn- 
stoff unter diesen Bedingungen Niederschlage geben kénnen, befinden sich jedoch 
nicht im petrolatherischen Auszug. Die Methode eignet sich also zur selektiven 
Fallung der héheren Fettsauren. 

In Versuchsreihen, bei denen geringe Mengen an Fettsauren zu erwarten sind, 
wird dem 86-proz. Alkohol eine bekannte Menge an Palmitinsdure zugesetzt. Dies 
ist notwendig zur Erzielung einer méglichst vollstandigen Mitfallung der Olsaure. 

Man filtriert rasch die noch kalte Lésung durch eine Nutsche und preBt den 
Niederschlag aus, da ein Waschen des Niederschlages nicht zulassig ist. Im Filtrat 
werden die mit Harnstoff nicht fallbaren Sauren gegen Phenolphthalein mit 0,1-n. 
NaOH titriert. Dasselbe geschieht auch mit dem in heiSem Alkohol gelésten 
Niederschlag. 


Ergebnisse 


Die Ergebnisse der wichtigsten Versuche sind in 5 Tabellen zu- 
sammengefaBt. Die erste Spalte jeder Tabelle enthalt den Tag seit Beginn 
der angegebenen Fiitterung. In der zweiten Spalte ist das tagliche Trok- 
kengewicht des Kotes aller im Versuch stehenden Tiere und in der 
dritten das Trockengewicht, umgerechnet auf 10 Ratten, verzeichnet. 
Dadurch soll das Vergleichen der einzelnen Ergebnisse erleichtert 
werden. Die ml 0,1 ».NaOH, die zur Titration der mit Harnstoff ge- 
fallten Fettséuren verbraucht wurden, sind in der vierten und der Ver- 
brauch fiir die nicht gefallten Séuren (Filtrat) in der fiinften Spalte zu 
finden. Die sechste Spalte erithalt die Milliiquivalente Fettsiuren, die 
von 10 Ratten pro Tag ausgeschieden wurden, berechnet aus den Werten 
der Spalte 4. 

In der Tab. 1 findet man die Ergebnisse bei der Fiitterung einer 
cellulosereichen Nahrung. Sie bestand aus Magermilch (maximal 0,03% 
Lipid), Rohrzucker, entfetteter Starke und Cellulose. Die tagliche Futter- 





Tab. 1. 
Ver- Trockengewicht des Kotes | Verbrauch an 0,1-n.NaOH Milliaquiv. 
ae. ing in ml Fettsauren 
pro 
tag aller Ratten |pro 10 Ratten| Niederschlag | Filtrat 10 Ratten 





4. 25 18 5,3 20,5 0,38 
5. 29 20 4,8 15,6 0,34 
6 30 21 5,9 28,3 0,42 
7 28 20 5,4 18,8 0,39 
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menge war konstant. Die Saéuren wurden nach dem Verseifen des Kot- 
extraktes mit Ather ausgeschiittelt. 

In dem Versuch der Tab. 2 bekamen 10 Tiere die gleiche Nahrung. 
Die Futtermenge pro Tier blieb bis zum 3. Tag konstant etwas hoher 
als im ersten Versuch. Von diesem Tag an bekamen die Tiere gréBere 
Mengen zu fressen, was aus der Kotmenge pro Tag ersichtlich ist. Die 
Sauren wurden nach dem Verseifen nicht mit Ather, sondern mit Petrol- 
ather extrahiert. 








Tab. 2. 
Ver- Trockengewicht des Kotes | Verbrauch an 0,1-n. NaOH Milidquiv. 
ade, in g in ml Fettsaiuren 
pro 
tag pro 10 Ratten Niederschlag] Filtrat 10 Ratten 
2. 27 4,4 2,9 0,44 
3. 28 4,0 - 2,5 0,40 
4. 27 4,0 2,6 0,40 
5. 35 4,7 2,5 0,47 
6. 50 3,1 3,5 0,31 
ae 31 2,5 3,5 0,25 














Nach einer langeren Pause, waihrend welcher die Tiere eine voll- 
wertige, fetthaltige Nahrung bekamen, wurde mit dem dritten Versuch 
begonnen (Tab. 3). 9 Tiere bekamen nun ein Futter, bestehend aus fett- 
armem Brot und Magermilch. Die Nahrung war also arm an Faserstoffen. 








Tab. 3. 
Ver- Trockengewicht des Kotes | Verbrauch an 0,1-n. NaOH | Millidquiv. 
i in ml Fettsauren 
suchs- ng pro 
tag aller Ratten |pro 10 Ratten| Niederschlag| —_Filtrat 10 Ratten 

4. 7,8 8,7 7,2 3,4 0,80 

5. 6,8 7,5 7,3 3,2 0,81 

6. 6.6 7,3 6,8 5,8 0,76 

de 6,9 Pes 8,0 3,7 0,89 

8. 8,0 8,9 7,9 6,1 0,88 











Unmittelbar im AnschluB an diese Fiitterung bekamen die gleichen 
9 Ratten bei unverinderter Kost vom 9. Tage an durch 4 aufeinander- 
folgende Tage 125 mg Aureomycin. Der Kot wurde weich und formlos, 
dadurch sein Sammeln schwierig und auch die Méglichkeit der Kopro- 
phagie war nun gegeben. Der Kot vom 11. und 12. Tag wurde vermischt 
und gemeinsam analysiert. Die Extrakte des Kotes waren wahrend 
der Aureomycinwirkung griin gefiirbt. Dies war auch noch am 16. Ver- 
suchstag der Fall, obwohl dieser Kot schon teilweise gut geformt war. 
Am 14. und 15. Tag wurde der Kot nicht untersucht. 

Die Schwierigkeiten des letzten Versuches wurden nach einer lange- 
ren Pause durch Verabreichung einer cellulosereichen Nahrung iiber- 
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Tab. 4. 





Ver- Trockengewicht des Kotes | Verbrauch an 0,1-n. NaOH | Millidquiv. 
ing in ml Fettsauren 


pro 
tag aller Ratten |pro 10 Ratten| Niederschlag | Filtrat 10 Ratten 

















8. 8,0 8,9 7,9 6,1 0,88 
9. 7,0 7,8 8,0 6,0 0,89 
10. 3,5 4,0 4,1 4,0 0,46 
ll. u. 12. 6,5 7,2 3,5 4,0 0,39 
13. 4,5 5,0 2,2 2,5 0,24 
14. u. 15. nicht untersucht 
16. | 8,7 | 9,7 2,5 2,6 0,28 


wunden (Tab. 5). Das Futter bestand aus Brot, Magermilch, Cellulose 
und Rohrzucker. Vom 5. Tag wurden durch 4 Tage taglich 100 mg 
Terramycin der Nahrung beigemischt. 








Tab. 5. 
Ver Trockengewicht des Kotes | Verbrauch an 0,1-n. NaOH | Milliaéquiv. 
ices, ing in ml Fettsaiuren 
pro 
tag aller Ratten |pro 10 Ratten} Niederschlag Filtrat 10 Ratten 
3 27 30 4,2 6,7 0,47 
4 24 27 3,0 4,9 0,33 
5 20 22 2,1 4,3 0,23 
6 24 27 2,2 4,5 0,24 
7 23 26 0,3 2,9 0,03 
8 24 27 1,0 2,8 0,11 
9 25 28 1,4 3,0 0,16 

















Bei allen Versuchen wurde von den Tieren die taglich abgewogene 
und gereichte Nahrung vollstindig verzehrt. Nur am 4. bis 6. Tag der 
in der Tab. 2 zusammengefaBten Versuche hatten die Ratten die Még- 
lichkeit, nach Belieben zu fressen. Von der dargereichten Nahrung ver- 
streuten die Tiere bei keinem Versuch mehr als 5°. Die kleine Menge 
Fett aus der Magermilch wird augenscheinlich vollstindig resorbiert 
(vgl. Tab. 5, 7. Versuchstag). 


Diskussion der Ergebnisse 


Die in fiinf Tabellen zusammengefaBten Versuche aus einer gréBeren 
Anzahl von Versuchsserien beantworten mit einer nicht erwarteten 
Deutlichkeit die Frage nach dem Ursprung der héheren Kotfettsauren 
bei fettfreier Ernéihrung normaler Ratten. Am deutlichsten kommt dies 
bei den Versuchen mit Terramycin (Tab. 5) zum Ausdruck, wo unter 
Verwendung dieses Antibioticums die Ausscheidung zumindest der 
hoheren gesittigten Fettsiuren praktisch vollstindig aufhért. Dies 
kann nur durch ein Verschwinden der Darmflora erklirt werden. Von 
0,24 Milliiquivalenten ausgeschiedener Fettsiuren pro 10 Ratten am 
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6. Tag fallt die Ausscheidung schon am nachsten Tag auf nur 0,03 Milli- 
aiquivalente. Auch der darauffolgende allmahliche Anstieg der Ausschei- 
dung am 8. und 9. Versuchstag spricht dafiir, daB die Darmflora dic 
Hauptquelle des Kotfettes ist; es kommt nun anscheinend zur Entwick- 
lung terramycinresistenter Keime und damit auch zu einer Zunahme der 
Fettausscheidung. 

Dieser langsame Anstieg der Ausscheidung der héheren Fettsauren 
im Kot trotz Terramycingabe schlieBt auch die Méglichkeit aus, daB das 
Terramycin eventuell die Fettsekretion in das Darmlumen beeinfluBt. 

Auch die Versuche mit Aureomycin (Tab. 4) zeigen, daB die héheren 
Fettsiuren des Kotes bakteriellen Ursprungs sein miissen. Aus dem 
Trockengewicht des Kotes ist ersichtlich, daB es zwischen dem 10. und 
13. Tag zu Koprophagie kam; der weiche, nicht geformte Kot blieb teil- 
weise an den Staben des Bodens haingen und konnte so von den Ratten 
verzehrt werden. Wenn man jedoch das Gewicht des Kotes und die 
Menge der Fettséuren der zusammen verarbeiteten Exkremente des 11. 
und 12. Tages vergleicht, so sieht man, dai die ausgeschiedene Menge 
an Fettsiuren auf die Halfte herabgesunken ist. 

DaB das Terramycin eine viel deutlichere Wirkung zeigte, mag 
einerseits daran liegen, daB die Darmflora gegeniiber Aureomycin we- 
niger empfindlich war. Andererseits enthielt die Nahrung beim Versuch 
mit Terramycin -groBe Mengen an Cellulose. Das Trockengewicht des 
Kotes war etwa viermal so groB als beim Versuch mit Aureomycin. 
Durch die Cellulose kommt es zu einer starken Beschleunigung der Dick- 
darmentleerung, so daB die Méglichkeit gegeben ist, daB nach Einsetzen 
der Terramycinwirkung ein sehr bakterienarmer Kot entleert wird. 
Beim Versuch mit Aureomycin verweilt bei der relativ schlackenarmen 
Nahrung der Darminhalt linger im Dickdarm, so daB die aureomycin- 
resistente Flora wuchern kann. 

Aber auch die Versuche, bei denen keine Antibiotica angewendet 
wurden, sprechen dafiir, daB die Darmflora ausschlaggebend an der 
Produktion des Kotfettes beteiligt ist. Vergleicht man die tiglich aus- 
geschiedene Menge an héheren Fettsiuren in den Tab. 2 und 3, so sieht 
man, daB bei der relativ faserarmen Nahrung gréBere Mengen an Fett- 
siuren im Kot erscheinen als bei der cellulosereichen. Dies 14Bt sich nur 
dadurch erklaren, daB der voluminése, faserreiche Kot viel kiirzere Zeit 
im Dickdarm verweilt und somit auch die Darmflora nicht so stark 
wuchern kann wie beim faserarmen, linger im Darm verweilenden Kot. 

Wire die Ansicht richtig, daB die Hauptmenge des Kotfettes einer 
echten Sekretion des K6rperfettes in das Diinndarmlumen entstammt, 
so wiirde man gerade umgekehrt erwarten miissen, daB im cellulose- 
reichen Kot mehr Fett enthalten ist als im schlackenarmen. Wenn tat- 
sichlich im Dickdarm ein Teil des in den Diinndarm sezernierten Fettes 
riickresorbiert werden wiirde, so miifBte bei der raschen Passage des 
zellstoffreichen Stuhles mehr von diesem Fett der Riickresorption ent- 
gehen. 
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Man findet in der Literatur Angaben, daB bei schlackenreicher 
Ernahrung bzw. bei voluminésen Stiihlen mehr Fett im Kot ausge- 
schieden wird! 3°, Dies steht scheinbar nicht im Einklang mit den hier 
wiedergegebenen Befunden. Man muB jedoch bedenken, daB eine normale 
schlackenreiche Ernéhrung nicht nut Cellulose enthalt wie in den hier 
beschriebenen Versuchen, sondern auch verschiedene andere Stoffe, die 
der Verdauung und Resorption entgehen. Diese bilden unter Umstiinden 
einen sehr guten Nahrboden fiir Bakterien, so da8 ihr Wachstum be- 
giinstigt wird und somit auch die Fettausscheidung zunimmt. Ahnliche 

irgebnisse erzielten auch wir, als aus entfettetem Mehl und Fleischmehl 

hergestellte Cakes verfiittert wurden, die teilweise beim Trocknen an- 
gebrannt waren, so daB ein betriachtlicher Teil nicht verwertet wurde. 
Das Trockengewicht des Kotes stieg auf etwa 30g und die Fettaus- 
scheidung auf 0,6 bis 0,8 Milliaquivalente pro 10 Ratten und Tag. 

Die Annahme, daB es sich beim Kotfett hauptsichlich um das Fett 
der Bakterien handelt, erklart auch die relative Konstanz und die Unab- 
hangigkeit von der Zusammensetzung des Nahrungsfettes. Andererseits 
sind auch die Schwankungen im Fettgehalt des Tageskotes verschie- 
dener Menschen verstandlich1*. Die Versuche zeigten deutlich, daB es 
unzulissig ist, den Fettgehalt des Stuhles in Prozent des Trocken- 
gewichts anzugeben. 

Es ist nicht zu bezweifeln, daB im Diinndarminhalt bei fettfreier 
irnéhrung ,,fettéhnliche Stoffe“ enthalten sind*! *?, Es fehlen jedoch 
genauere Untersuchungen dariiber, wieviel davon auf die hoheren Fett- 
siuren entfallt. Die in das Darmlumen einwandernden und dort zu- 
grunde gehenden Lymphocyten*® bringen sicher Fett mit. Ein Teil davon 
wird resorbiert und der Rest bildet zusammen mit dem Fett der des- 
quamierten Mucosa den Teil des Kotfettes, der nicht von den Bakterien 
stammt. Es wire auch nicht einzusehen, warum ein allenfalls sezerniertes 
Fett nicht resorbiert wird, waihrend eine unverhiltnismaBig gréBere 
Menge an zugefiihrtem Fett praktisch vollstindig resorbiert wird. 

Die interessante Feststellung von Hill und Koehler, daB nach 
Adrenalininjektion die Kotfettmenge zunimmt, kann nun auch ohne An- 
nahme einer Fettsekretion erklirt werden: Die Nahrung enthielt groBere 
Mengen an Agar-Agar. Nach der Adrenalininjektion fraBen die Tiere 
weniger, so daB der Stuhl linger im Dickdarm verweilen und daher das 
Bakterienfett zunehmen konnte. 

Zum SchluB sei nur noch kurz auf die mit Harnstoff unter den 
gegebenen Bedingungen nicht fallbaren Saéuren eingegangen. Einen Teil 
davon bilden zweifellos Fettsiuren, wie auch bei orientierenden papier- 
chromatographischen Untersuchungen festgestellt wurde. Um welche 
Sauren es sich beim Rest handelt, wurde noch nicht untersucht. Inter- 


30 A. R. P. Walker, Nature [London] 164, 825 [1949]. 
81 F Voit, Z. Biol. 29, 325 [1892]. 

32 R. W. Angevine, J. biol. Chemistry 82, 559 [1929]. 
83 R. Ohno, Biochem. Z. 218, 206 [1930]. 
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essant war die Beobachtung, daB es teilweise Saéuren sind, die in Petrol- 
ather nicht sehr gut léslich sind. Wenn man nimlich die alkalische Ver- 
seifungslésung mit Petrolather iiberschichtet, durchschiittelt und rasch 
ansduert, so entsteht immer ein an der Grenzfliche zwischen den beiden 
Phasen sich ansammelnder Niederschlag. Von diesem lést sich beim 
Schiitteln immer wieder etwas in Petrolither, so daB also die Menge der 
mit Harnstoff nicht faillbaren Séiuren auch vom Volumen des verwen- 
deten Petrolathers abhingt. In Ather lést sich ein groBer Teil dieses 
Niederschlages. Es konnten aber in diesem aitherischen Auszug mit Harn- 
stoff niemals normale héhere Fettsiuren nachgewiesen werden. 

Schiittelt man die Sdéuren nach dem Verseifen mit Ather statt mit 
Petrolather aus, so erfaBt man eine gréBere Anzahl von Saéuren. Wie die 
Harnstoffallung zeigt (Tab. 1 und 2), ist jedoch in beiden Extrakten 
praktisch dieselbe Menge an héheren Fettsiuren enthalten. Man darf 
also die Summe der in Ather léslichen Siuren nicht als Fettsaiuren be- 
zeichnen. 

Die Menge der in Petrolither léslichen, mit Harnstoff nicht fall- 
baren Sauren ist auch von der Art der Ernahrung abhangig. Enthilt die 
Nahrung neben gleichem Zellstoffgehalt unterschiedliche Nahrstoffe, so 
findet man Differenzen im Gehalt des Kotes an diesen Siauren (vgl. 
Tab. 2 und die ersten 3 Werte der Tab. 5). 


Zusammenfassung 


In Versuchen mit fettfrei ernihrten Ratten wird der Gehalt des - 


Kotes an hoheren Fettsiuren bestimmt, indem diese durch Fallung mit 
Harnstoff von den iibrigen Saiuren abgetrennt werden. Gemessen an den 
héheren Fettsauren ist der Gehalt des Kotes an Fett bei gegebener 
Ernahrung ziemlich konstant. Erhéht man den Cellulosegehalt der 
Nahrung so, daB das Trockengewicht des Kotes auf das Vierfache steigt, 
so sinkt sein Fettgehalt auf die Halfte. Als Erklarung dieser Erscheinung 
wird angenommen, daB die beschleunigte Dickdarmentleerung bei 
cellulosereichem Kot die Ausbildung einer reichlichen Darmflora ver- 
hindert. Durch gleichzeitige Gabe von Cellulose und Terramycin gelingt 
es, einen Kot zu gewinnen, der praktisch frei von héheren Fettsauren ist. 
Daraus wird der SchluB gezogen, daB die Kotfettsiuren nicht einer 
Sekretion der Darmwand entstammen, wie bisher angenommen wurde, 
sondern fast vollstandig bakteriellen Ursprungs sind. 
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Uber das Vorkommen von Homarin, Glykokollbetain, 
Cholin, Arginin, Mytilit, Taurin und d,/-Milchsdure 
in der Meeresschnecke Patella sp. 

Von 
D. Ackermann und R. Janka 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1954) 


Bei der Untersuchung der stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der 
Meeresschnecke Patella sp. konnten wir wiederum das Vorkommen von 
Homarin (Picolinsiure-methylbetain) feststellen, das sich bereits bei 
Anemonia sulcata1, Homarus? Arbatia pustulosa*, Arca Noae* und 
Velella spirans® hatte beobachten lassen. Sein Isomeres, das Trigo- 
nellin (Nicotinséiure-methylbetain), das wir erst einmal und zwar in 
Anemonia sulcata! finden konnten, fehlte auch bei Patella. 

Das in der Welt der Avertebraten so weit verbreitete Glykokoll- 
betain trat bei Patella gleichfalls auf und zwar, wie so haufig in der 
niederen Tierwelt, wieder in erstaunlich groBer Menge, die hier 39,8°, 
des gesamten Basenstickstoffes ausmachte. 

Die Auffindung von Cholin und Arginin sowie Taurin war nicht 
iiberraschend. Histidin war nur qualitativ zu erfassen. Kreatin(-in) 
fehlte auch bei dieser Avertebratenart. Mytilit ist bisher erst zweimal 
gefunden worden und zwar bei Mytilus edulis® und Cionia intestinalis’. 
Auch hier erwies sich die Trennung von Taurin schwierig, um so mehr 
als sich leicht Mischkristalle von beiden bilden. Nachdem jetzt die Auf- 
merksamkeit darauf gelenkt ist, wird Mytilit vielleicht nun in weiterer 
Verbreitung gefunden werden. 

d,l-Milchsaiure wurde mehrfach bei Avertebraten gefunden, und 
zwar im Muskel von Oktopoden§, im FuBmuskel von Sykotypus cani- 


1D. Ackermann, diese Z. 295, 1 [1953]. 

2 F. A. Hoppe-Seyler, diese Z. 222, 105 [1933]. 

3 Fr. Holtz, Fr. Kutscher u. F. Thielmann, Z. Biol. 81, 57 [1924]. 

4 Fr. Kutscher u. D. Ackermann, diese Z. 221, 33 [1933]. 

5 F. Haurowitz u. H. Waelsch, diese Z. 161, 307 [1926]. 

6 R.C. P. Jansen, diese Z. 85, 231 [1913]; Arch. néerl. sci. exact. natur. 
(3) 2, Ser. B, 130 (1914); Chem. Zbl. 1914, IT, 721.; D. Ackermann, Ber. dtsch. 
chem. Ges. 54, 1938 [1921]; Z. Biol. 80, 193 [1923]. 

7 D. Ackermann u. R. Janka, diese Z. 296, 283 [1954]. 

8 M. Henze, diese Z. 48, 477 [1905]. 
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culatus®, Crango vulgaris’, Lumbricus terrestris", Holothuria tubulosa'2 
und Eledone moschata’?. Bei Melolontha vulgaris fand sich allerdings 
l(+-)-Milchsaure. 


Beschreibung der Versuche 


Ubersicht des Fallungsganges 
1. Bleiacetatfallung 


Bleiniederschlag Filtrat 





2. P. W.S. Fallung 


schwefelsaure Silbersulfatfallung 





~ 
Purinbasen (sehr sparlich) Filtrat 


Silber-Baryt-Fallung 


rm 
3. Arginin-flavianat Silberbaryt-Filtrat 





Pikrinséure-Fallung 
or So Ne St 
4, Glykokollbetain-pikrat Pikrinsaure-Filtrat 
5. Ammoniakal. Reineckatfall.: 6. Saure Reineckat-Fallung: 
Cholin Homarin 


7. P.W.S.-Filtrat: 
pes - 


Taurin Mytilit 
8. Ather-Extrakt: 


Zinksalz der d-l-Milchsaure. 


Die lebenden Tiere wurden in kochendes Wasser geworfen; sie vergingen zu 
einer rahmigen Masse, die unter standigem Riihren nach Beseitigung der Schalen 
bei schwach schwefelsaurer Reaktion zum Sirup eingedampft wurde. 500 g des- 
selben (17,02 g N) wurde nach Verdiinnung zwecks Beseitigung des EiweiBes mit 

1. Bleiacetat gefallt. Das Filtrat der Bleiacetatfallung befreiten wir mit 
Schwefelsiure und Schwefelwasserstoff vom gelésten Blei und engten bei lackmus- 
saurer Reaktion ein, wobei der Schwefelwasserstoff und der gréBte Teil der Essig- 
siure verschwand. Es schloB sich eine 


® L. B. Mendel u. H.C. Bradley, Amer. J. Physiol. 17, 167 [1907]; Chem. 
Zbl. 1907 I, 413. 

10 PD. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Unters. Nahr. u. GenuBmittel 138, 
612 [1907]. 
1 DP. Ackermann u. Fr. Kutscher, Z. Biol. 75, 315 [1922]. 
2 DP. Ackermann, Fr. Holtz u. H. Reinwein, Z. Biol. 80, 163 [1924]. 
13 —D. Ackermann, Fr. Holtz u. Fr. Kutscher, Z. Biol. 80, 155 [1924]. 
14H. Fuchs, Z. Biol. 98, 430 [1938]. 
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2. Phosphorwolframsaurefallung an unter Verwendung von 700 ccm 
P. W. S.-Lésung (500g P. W. 8S. + 1000 ccm 5-gew.-proz. Schwefelsdure), die 
abgesaugt, mit 5-proz. Schwefelsaure gewaschen und in bekannter Weise mit Baryt 
und Kohlensaure in eine Lésung der freien Basen verwandelt wurde (4,26 g N). 
Aus dieser beseitigten wir den gréBten Teil der fliichtigen Basen, so daf eine Lésung 
mit 3,96 g N zur Untersuchung stand. Zuerst fallten wir Spuren von Purinbasen 
mit Silbersulfat bei schwefelsaurer Reaktion aus. Der so erhaltene geringe Nieder- 
schlag wurde verworfen, und das Filtrat mit Silbersulfat und Baryt behandelt. 
Diese Fallung zersetzten wir nach Beseitigung der Schwefelsiure mit Baryt durch 
Schwefelwasserstoff und fallten die eingeengte Basenlisung jetzt mit Flaviansaure. 
Am andern Tage filtrierten wir das so erhaltene 
3. Argininflavianat ab, das nach Waschen und Trocknen 3,1 g wog und 
nach Umkristallisieren zur Analyse kam. 
4,913 mg Sbst.: 7,140 mg CO,, 2,010 mg H,0. 
CyH,,02N4°C,)H,O,N.8S Ber. C 39,32 H 4,13 Gef. C 39,66 H 4,58 


Die freie Base gab starke Sakaguchi-Reaktion. 

Die erste Mutterlauge dieses Flavianates zeigte nach Beseitigung der Flavian- 
siure eine nicht allzu starke Paulysche Diazoreaktion. DaB letztere auf Histidin 
hinwies, bestatigte eine allerdings nur sehr sparlichc Iiipfelprobe mit Quecksilber- 
sulfat in Schwefelsiure und mit Pikrolonsiure. — Ferner lieBen sich nach Kochen 
mit Salzsiure und Abkiihlen weder mit der Jafféschen noch mit der Weylschen 
Probe Kreatin bzw. Kreatinin nachweisen. 

Das Filtrat der Silber-Baryt-Fallung fiihrten wir mit Schwefelsiure und 
Schwefelwasserstoff in eine Lésung der Sulfate und diese mit Baryt in die freien 
Basen iiber, die als waBriger Sirup mit alkohol. Pikrinséurelésung gefallt wurde. 
Es entstand 

4. Glykokollbetain-pikrat, das nach Waschen mit Alkohol und Trocknen 
39 g wog. Zwecks Identifizierung fiihrten wir das Salz mit Salzsiure und Ather 
in das Hydrochlorid iiber. Dieses versinterte nach Umkristallisieren, im Kofler- 
Apparat ebenso wie synthetisches Glykokollbetain-hydrochlorid unter 
Braunfarbung bei 230 bis 260°. 

4,996 mg Sbst.: 7,185 mg CO,, 3,460 mg H,O. 
C;H,,0,N-HCl Ber. C 39,06 H 7,87 Gef. C 39,25 H7 

Das aus diesem dargestellte Glykokollbetain- posable zeigte nach 

Umkristallisieren aus Salzsiure die typischen cholesterinartig glanzenden Blattchen. 


8,418 mg Sbst.: 4,085 mg CO,, 1,990 mg H,O, 3,620 mg Au. 
C;H,,0,N-HAu Cl, Ber. C 13,13 H 2,71 Au 43,14 
Gef. C 13,34 H 2,65 Au 43,00 


Das Filtrat der Pikrinsdurefallung wurde nach Beseitigung der Pikrinsaéure 
mit ammoniakalischer Reineckesalzlésung gefallt, worauf 

5. Cholin-reineckat erschien. Dies verwandelten wir nach Zersetzung 
mit Silbersulfat in das Cholin-chloraurat (1,80 g) das nach zweimaligem Um- 
kristallisieren aus Salzséure zur Analyse kam 

8,115 mg Sbst.: 4,200 mg.CO,, 2,270 mg.H,0, 3,600 mg.Au. — 3,858 mg.Sbst. : 
0,101 cem N, (25,5°, 736 mm). 

C;H,,ON-Au Cl, Ber. C 13,54 H3,18 Au 44,50 N.3,17 

Gef. C 14,12 H3,13 Au 44,36 N 3,04 


Das aus dem Chloraurat mit Silber gewonnene Chlorid gab bei sodaalkalischer 
Reaktion mit Dipikrylaminmagnesiumlisung die charakteristische kristallinische 
sehr schwerlésliche Fallung des Cholins. Nach Umkristallisieren schmolz dies 
Hexylat bei 233°. 

Das Filtrat der ammoniakalischen Reineckatfallung wurde unter weiterem 
Zusatz von Reineckatsalz mit Schwefelsiure ausgefallt. Diese 


5 D, Ackermann u. H. Mauer, diese Z. 279, 114 [1943]. 


5* 
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6. Saure Reineckat-Fallung enthielt Homarin. Nach Abfiltrieren und 
Waschen des Niederschlages mit verd. Schwefelsdiure beseitigten wir aus ihm die 
Reineckesaure mit Silbersulfat und fallten das iiberschiissige Silber mit Salzsaure 
und die Schwefelséure mit Baryt, worauf aus kleinem Volumen mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoffsiure gefallt wurde. Das noch nicht ganz reine Homarin-Chlor- 
aurat wog getrocknet 3,8 g. Zwecks Reinigung wurde es zweimal aus Salzsdure 
umkristallisiert und mit Silverpulver in eine Lésung des Hydrochlorides verwandelt, 
das nach Einengen zur Trockne und Aufnehmen mit Alkohol noch 0,2 g Glykokoll- 
betain-hydrochlorid zuriicklie8 (stimmende C, H-Werte). Die alkoholische Haupt- 
menge befreiten wir vom Alkohol und fallten nun erneut bei stark salzsaurer Re- 
aktion mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure. Nach zweimaligem Umkristallisieren 
aus Salzsiure kam das Homarin-chloraurat zur Analyse. Schmelzpunkt nach 
Kofler, wie synthet. Homarinchloraurat 179 bis 184°. Der Mischschmelzpunkt 
mit diesem zeigte keine Depression. 

6,260 mg Sbst.: 4,030 mg CO,, 0,980 mg H,O, 2,577 mg Au. — 3,434 mg 
Sbst.: 0,078 cem N, (29° 720 mm). — 4,568 mg Sbst.: 2,950 mg Ag J 


C,H,O,N-HAuCl, Ber. € 17,62 H1,69 Au4l,33 N2,94 (N-)CH, 3,15 
Gef. C 17,57 H1,75 Au4l,l6 N2,43  (N-)CH,4,13 


Eine Lésung des aus dem Chloraurat gewonnenen Hydrochlorides wurde 
papierchromatographisch untersucht, und ergab die gleichen R¥-Werte, wie das 
synthetische Salz: In Isopropanol-Wasser 70, gew. °,, Rr-Werte: 0,50. Trigonellin- 
hydrochlorid daneben hatte den Rr-Wert: 0,41. — In Butanol-Eisessig-Wasser 
4:1:1 vol. %. Rr-Werte: 0,33 Trigonellin-hydrochlorid daneben Rr-Wert: 0,25. 

Schmelzpunkte und Rr-Werte schlieBen also das dem Homarin isomere 
Trigonellin aus. 

Das Hydrochlorid wurde in das Pikrat des Homarins iibergefiihrt, das nach 
zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser zur Analyse kam. Schmelzpunkt nach 
Kofler, wie der des synthet. Homarinpikrates 156—158°. Der Misch-Schmelz- 
punkt mit diesem zeigte keine Depression. 

4,542 mg Sbst.: 7,130 mg CO,, 1,170 mg H,O. — 2,710 mg Sbst.: 0,389 ccm 
IN, (29°, 720 mm). 

C,H,O,N-C,H,0,N, Ber. C 42,61 H2,75 N 15,61 

Gef. C 42,83 H2,88 N 15,37 


7. Das P. W.S. Filtrat enthielt noch Taurin, Mytilit und d,l-Milchsaure. 
Um diese zu gewinnen, wurde zuerst die Phosphorwolframsaure in bekannter Weise 
mit Baryt beseitigt. Zur weiteren Reinigung schloB sich eine erschépfende Ausatheruug 
bei schwefelsaurer Reaktion an. Als die waBrige Lésung nach Beseitigung der Schwefel- 
siure bis zu schwach lackmussaurer Reaktion eingeengt war, ergab Zugabe von 
Methanol zuerst eine Abscheidung von 32 g Natriumsulfat. Das Filtrat davon wurde 
mit zunehmenden Mengen Methanol versetzt, worauf die jetzt wesentlich orga- 
nischen Abscheidungen abfiltriert wurden. Dann erfolgte die Reinigung des Filtrates 
iiber eine Phosphorwolframsaurefallung, die noch unerfaBte Basen beseitigte und 
erneute Ausfallung der Substanzen des PWS-Filtrates bei schwach schwefelsaurer 
Reaktion mit wenig Athanol. Es fiel nochmals Natriumsulfat. Zugabe von Athanol 
zum Filtrate des Natriumsulfates ergab Taurin, mit wenig Mytilit, sowie Reste 
von Natriumsulfat. — Um zuerst das Taurin abzutrennen, wurde nach dem Vor- 
gange von Fr. Kutscher!® mit wa8rigem Quecksilberchlorid und Barytwasser 
gefallt, der abgesaugte Niederschlag mit Schwefelsiure vom Baryt befreit und die 
schwefelsaure Lésung mit Silbersulfat ausgefallt. Aus dem Filtrat des Chlorsilbers 
beseitigten wir das Silber und Quecksilber mit Schwefelwasserstoff und die Schwefel- 
siure mit Baryt. Beim Einengen der Lésung erschien Taurin, das nach zwei- 
maligem Umkristallisieren in schénen glitzernden Nadeln vorlag und nun zur 
Analyse kam. 


16 Fr. Kutscher, diese Z. 88, 120 [1903]. Anmar kung. 
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Bei der papierchromatographischen Analyse ergab sich der gleiche Rr-Wert 
wie bei synthet. Taurin: Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:1. v/v — Hr: 0,11, Phenol- 
Wasser 80:20 gew.%. Rr: 0,38. 

4,961 mg Sbst.: 3,380 mg CO,, 2,500 mg H,0. 

C,H,0,NS_ Ber. C 19,18 H5,64 Gef. C 19,28 H5,85 

Auch die urspriinglichen Methanolfallungen enthielten noch kleine Mengen 

Taurin. 
Um den Mytilit zu gewinnen, wurde die Mutterlauge der Fallung mit Queck- 
silberchlorid und Baryt, ebenso wie der Niederschlag vom Barium, Quecksilber 
und Chlor befreit und bei schwach schwefelsaurer Lésung auf kleines Volumen 
gebracht. Nach Aufbewahren im Kiihlraum erschienen 0,15 g Mytilit, der nach 
zweimaligem Umkristallisieren rein war und lockere Kristalle lieferte. 

4,961 mg lufttrockne Sbst. gaben bei 100° (Hoch-Vak.) 0,778 mg H,0 ab. 

C,H,,0,+2H,O Ber. H,O 15,66 Gef. H,O 15,68 

4,183 mg Sbst. (100°, Hoch-Vak.): 6,645 mg CO,, 2,740 mg H,0. 

C,H,,0, Ber. C 43,28 H7,27  Gef. C4335 H7,33 

8. Der Atherextrakt des mit Phosphorwolframsaure nicht fallbaren An- 
teiles gab nach Beseitigung des Athers, Aufnehmen mit Wasser und Kochen mit 
iiberschiiss. Zinkcarbonat im Filtrat des letzteren ein Zinksalz, das sich wegen 
seines Gehaltes an 3 Moll. Kristallwasser als dasjenige der d,l-Milchsaure erwies. 

5,183 mg Sbst. (lufttrocken) gaben bei 100° im Vak. 0,918 mg H,O ab. 

(C,;H;0,).Zn-+3H,O Ber. H,O 18,16 Gef. 17,71 

4,265 mg Sbst. (100° Hoch-Vak.): 4,635 mg CO,, 1,650mg H,O, 1,411 mg 
ZnO. 
(CsH,O;).Zn. Ber. C2957 H4,14 Zn26,86 

Gef. C 29,66 H 4,33 Zn 26,58 


Die Uffelmannsche Probe war positiv gewesen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel, Herrn Professor Jan Roche (Paris) fiir die so freundliche 
Erméglichung der Beschaffung des Tiermateriales auf der Meeresstation Con- 
carneau. Analysen von Dr.-Ing. A. Schoeller, Kronach (Obfr.). 


Zusammenfassung 
In der Meeresschnecke Patella sp. fanden sich auBer Arginin, 
Glykokollbetain, Cholin und Taurin auch Homarin und Mytilit; 
diese Stoffe wurden simtlich praparativ isoliert und analysiert. Tri- 
gonellin und Kreatin(-in) wurden vermiBt. Milchsaure fand sich 


in der d,l-Form. 
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Zur Glucosaminbestimmung im Serum 


Von 
H. Siidhof und C. Petrovie 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik Géttingen (Direktor: Prof. Dr. Schoen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1954) 

Zur Glucosaminbestimmung sind in den letzten Jahren mehrere methodische 
Mitteilungen erschienen!~*, Dabei handelt es sich hier zumeist um Modifikationen 
des urspriinglich von Elson und Morgan® angegebenen Analysenganges. Bis auf 
das Verfahren von Schloss®, das aber erst eine Ablesung der Extinktion nach 
24 Stdn. gestattet, haben die iibrigen den Nachteil, daB die bei der Reaktion auf- 
tretende Farbe recht unbestandig ist und so die exakte Bestimmung des Extink- 
tionswertes erschwert.* ‘ 

Die im folgenden beschriebene weitere Modifikation des Verfahrens nach 
Elson und Morgan scheint uns beziiglich der Genauigkeit und Dauer des Analysen- 
ganges den bisher angewandten Methoden iiberlegen zu sein. 


Reagenzien 

1. Acetylacetonlésung: 1 cem Acetylaceton wird im MeBkolben 
in 50 cem 0,5-n.Na,CO, gelést. Die Lésung wird im Eisschrank auf- 
bewahrt und jeden 3. Tag erneuert. 

2. Ehrlichs Reagens: 1,6 g 2mal umkristallisierter p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd werden in 60 ccm 96-proz. Alkohol gelést und mit 
60 cem konz. Salzsiure versetzt. 

3. Glucosamin-hydrochlorid-Standardlésung: 100 mg Glu- 
cosamin-HCl werden im MeBkolben in 500 ccm aqua dest. gelést und 
der Lésung 0,5 cem Chloroform zugesetzt. Diese Lésung ist im Eis- 
schrank 4 Tage haltbar. 


A. Aufstellung der Eichkurve 


Je 5cem der Versuchslésung, die 0,05 bis 0,25 mg Glucosamin- 
hydrochlorid enthalten, werden in Hydrolysenréhrchen mit Normal- 
schliff pipettiert, mit 2 ccm Acetylacetonlésung versetzt und gut ver- 
schlossen 20 Min. im kochenden Wasserbad exponiert. Die Ansitze 


1 T. Nilsson, Biochem. Z. 285, 386 [1936]. 

2 L. F. Hewitt, Biochem. J. 32, 1554 [1938]. 

3 C. Rimington, Biochem. J. 84, 931 [1940]. 

4 H.R. Jacobs, J. Lab. clin. Med. 34, 116 [1949]. 
5 

oy; 

7 





A. Elson u. W.T. J. Morgan, Biochem. J 27, 1824 [1933]. 
Berkman u. Mitarb., J. Clin. Invest. 32, 415 [1933]. 
R. West u. D. H. Clarke, J. Clin. Invest. 17, 173 [1938]. 
8 K. Patau, Biol. Zbl. 68, 152 [1943]. 
® B. Schloss, Analytic Chem. 28, 1321 [1951]. 
* Die Modifikation von J. P. Johnston u. Mitarbb. (Analyst 76, 88 [1951]) ist 
gegentiber unserem Vorgehen zeitraubend und umstindlich. 
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werden jetzt unter der Wasserleitung abgekiihlt, dann mit je 12 ccm 
96-proz. Alkohol und 2 ccm Ehrlichs Reagens versetzt und der Inhalt 
der wieder gut verschlossenen Réhrchen durch kraftiges Schiitteln ge- 
mischt. Nach 45 Min. langem Stehenlassen bei Zimmertemperatur haben 
wir die Extinktion bei Filter Hg 546 bei 1 em Schichtdicke am Eppen- 
dorf-Photometer bestimmt. Als Leerwert dient eine gleich behandelte 
Probe, die statt der Glucosamin-hydrochlorid-Lésung aqua dest. enthialt. 

Die so gewonnenen Ext.-Werte gehorchen in einem Konzentrations- 
bereich von 0,05 bis 0,25 mg Glucosamin-hydrochlorid im Ansatz dem 
Lambert-Beerschen Gesetz. In der Abb. 1 ist eine Eichkurve wieder- 


Abb. 1. Glucosamin-hydrochlorid- 
Eichkurve (Mittelwerte von vier 
unabhangig voneinander durch- 
gefiihrten Bestimmungsserien). 
Schichtdicke 1 cm, 
Wellenlinge 546 (Hg Filter). 














| | 
0 005 Q1 O15 Q2 025 3 04 
mg Glucosamin-hydrochlorid —=— 


Tab. 1. Anderung der Extinktion mit der Zeit. 




















mg 
Zeit (Min.) 45 60 90 120 150 Glucosamin- 
hydrochlorid 
aaidaiee 0,187 | 0,186 | 0,188 | 0,190 | 0,190 0,1 
Extinktion | 0379 | 0,367 | 0,367 | 0,366 | 0,365 0.2 











gegeben. Die einzelnen Punkte dieser Kurve sind die Mittelwerte von 
4 voneinander unabhingig durchgefiihrten Bestimmungsserien. 

Die bei diesem Vorgehen auftretende Rotfairbung ist langere Zeit 
bestindig. Wie Tab. 1 zeigt, tritt in der Ext. zwischen 45 und 150 Min. 
nach Zugabe des Alkohols praktisch keine Anderung ein. 


Die Entwicklung der Ext. ist zweifellos temperaturabhangig. So zeigten 
2 zugleich behandelte Bestimmungsserien, von denen die eine nach Zugabe des 
Alkohols 45 Min. bei 9° und die andere bei 25° gehalten wurden, eine Differenz 
von 7%. Wir vermuten, daB auch geringere Temperaturunterschiede hier von 
EinfluB sind. So ergaben 4 innerhalb von 15 Stdn. mit gleichen Versuchslésungen 
durchgefiihrte Bestimmungsserien untereinander eine Differenz bis zu 5%. Dem- 
gegeniiber betrug jedoch die Fehlerbreite bei zugleich analysierten Glucosamin- 
Fichlésungen im allgemeinen héchstens 1—2%. Es ist daher notwendig, bei jeder 
Analysenserie 2—3 Eichwerte zur Aufstellung der Eichkurve mitlaufen zu lassen. 
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B. Bestimmung im Serum 


Je 5ccem des 1:10 verdiinnten Serums werden im Zentrifugenglas 
mit Normalschliff mit 5 cem 10-proz. Trichloressigséure gefallt und der 
Niederschlag 2-mal mit Trichloressigsiure nachgewaschen. Durch Zugabe 
einiger Tropfen 1-n.KOH wird der EiweiBniederschlag wiederum gelést. 
Die Ansitze werden dann mit je 5 ccm 4-proz. HCl versetzt und gut 
verschlossen 3 Stdn. im kochenden Wasserbad hydrolysiert. Nach gutem 
Abkiihlen unter der Wasserleitung wird der Inhalt der Réhrchen in 
25-ccm-MeBkolben tiberspiilt unter Verwendung einer eingestellten 
Natronlauge zur Neutralisation. Die genaue Neutralisation erfolgt dann 
optisch mit Hilfe von 2-proz. Natronlauge und Salzsiure. Als Umschlags- 
punkt dient das Verschwinden der bei Salzsiiure-UberschuB auftretenden 
leichten Opalescenz. (Wir haben uns von der Zuverlissigkeit dieses Vor- 
gehens durch Parallelversuche mit Titration gegen Mischindikator tiber- 
zeugt.) Die MeBkolben werden dann zur Marke aufgefiillt und der Inhalt 
gut durchmischt. In je 5 ccm dieser Lésung wird dann die Glucosamin- 
bestimmung wie unter A. beschrieben durchgefiihrt und der Glucosamin- 
gehalt an Hand der zugleich ermittelten Eichkurve abgelesen. Bei Ein- 
haltung der hier angegebenen Volumina entspricht der auf der Eichkurve 
abgelesene und mit 1000 multiplizierte Wert fiir Glucosamin-hydro- 
chlorid dem Gehalt des untersuchten Serums in mg®/o. 

Zur Priifung der Vollstandigkeit der 3-stg. Hydrolyse des SerumeiweiBes in 
4-proz. Salzsiure haben wir in Parallelbestimmungen neben den 5 ccm eines 1:10 
verdiinnten Serums auch mehrfach 5.ccm einer Serumverdiinnung von 1:5 mit- 
untersucht. Die gewonnenen Werte differierten stets um weniger als 5%. Weiter- 
hin haben wir auch Glucosamin-Eiehlésungen 3 Stdn. mit 4-proz. Salzsiure im 
kochenden Wasserbad exponiert. In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchern 
wurde das Glucosamin danach quantitativ wiedergefunden*. SchlieBlich konnten 
wir feststellen, daB durch die Trichloressigsiurefallung kein Glucosamin vom 
SerumeiweiB abgespalten wird; im Trichloressigsaurefiltrat war kein Glucosamin 
nachweisbar. 


Die Fehlerbreite der hier mitgeteilten Methode liegt fiir die Bestim- 
mung im Serum zwischen 4—5°/). Unter 160 Doppelbestimmungen an 
Seren (davon 140 an Pat. gewonnen) betrug die Differenz zwischen den 
Doppelbestimmungen bei 80°/) der Versuche unter 4°/); der Unterschied 
bei den tibrigen lag etwas hoher, jedoch maximal bei 6°/. 

Der mit dieser Methode an 21 stoffwechselgesunden Versuchs- 
personen ermittelte Wert fiir Glucosamin im Serum betragt 1,30 + 0,15°/, 
im SerumeiweiB bzw. 97,5-+ 11,3 mg®/). Der berechnete Mittelwert ist 
mit einem p von < 0,0002 statistisch sehr gut gesichert® und steht in 
guter Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur’ ® 7, 

Unsere in der Klinik gewonnenen Ergebnisse iiber das Serumglucosamin bei 


verschiedenen Erkrankungen erscheinen demnicnst im Deutschen Archiv fiir 
klinische Medizin. 
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Beitrage zum Studium des Giftes von 
Latrodectus tredecimguttatus Rossi 
Von 
Drago Lebez 
Aus dem Pathophysiologischen Institut der Medizinischen Fakultat, Ljubljana (Jugoslawien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1954) 


Die giftigen Spinnen kénnen bei ihrer Vermehrungsfahigkeit und 
ihrem ubiquitéren Vorkommen in manchen Landern die Gesundheit 
der Bevélkerung und der Haustiere gefahrden, weshalb ihrer Erforschung 
von medizinischer Seite schon lange Beachtung geschenkt wird}?. 

Die Untersuchung des Giftes von Latrodectus tredecimguttatus Rossi 
erwies sich als schwierig, da diese Spinnen sehr klein sind und beim BiB 
nur eine sehr geringe Giftmenge abgeben. Der anatomische Bau des 
Giftapparates der Spinnen? erfordert eine ganz andere Technik der 
Giftentnahme wie bei den Schlangen. Diese wurde von uns zum ersten- 
mal bei der viel gréBeren Hogna tarantula L. angewandt®. 

Schon bei den ersten. orientierenden Versuchen bemerkten wir, 
daB das Spinnengift sehr empfindlich ist und da seine Eigenschaften 
sehr stark von der Herstellungsweise abhingen. Wir richteten daher 
unser Augenmerk darauf, Priparate zu’bekommen, die noch ihre ur- 
spriinglichen Eigenschaften behalten halten. 


Material und Methodik 


Das Gift fiir die weiter unten angefiihrten Versuche wurde ungefahr 80 ver- 
schieden groBen Weibchen von Latrodectus tred. in der Zeit von Ende August bis 
Anfang September entnonimen, die im Juli in der Nahe von Pula (Pola) gesammelt 
worden waren. Beim Transport wurden sie einzeln in Terrarien bei 20—25° auf- 
bewahrt; jeden Tag wurden sie etwa 1 Stde. den direkten Sonnenstrahlen aus- 
gesetzt. Die nétige Feuchtigkeit wurde durch nasse Watte zugesichert. Sie wurden 
ausschlieBlich mit den Larven des Mehlwurms (Tenebrio molitor L) ernahrt. 

Mit der Giftentnahme begannen wir 14 Tage nach dem Transport; zuerst 
entnahmen wir es einmal woichentlich. Die einen Tag nach der Giftentnahme ver- 
abreichte Nahrung wurde rasch verzehrt. Auf diese Weise haben wir die Spinnen 
wohl unter ahnlichen Bedingungen gehalten, unter denen sie in der Natur lebten. 
Wir diirfen annehmen, daB auch Menge und Qualitaét des Giftes sich so nicht 
wesentlich von dem in der Natur ausgestoBenen unterschieden. 

Die Technik der Giftentnahme nach der Tamponmethode besteht darin, daB 
man die Spinne in einen kleinen sterilisierten Tampon aus Watte beiBen laBt*. 


1 M. Phisalx, Animaux venimeux et venins; Masson, Paris 1922. 

2 H. Stradal-Schuster, Verh. Zool.-Bot. Ges. Wien, Jahrg. 1940/41, 
Bd. LXXXX/LXXXXI, Wien 1944, S. 83. 

3 D. Lebez, Bioloski Vestnik 2, 27 [1953]. 
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Der Durchmesser der Tampons, der sich nach der GréBe der Spinne richtet, be- 
trug 2—3 mm. 

In einem Tampon sammelte man das Gift von 10—20 Individuen: das er- 
méglichte die Herstellung auch konzentrierter Lésungen des Giftes, je nach Be- 
diirfnis. Die Verluste waren dabei sehr klein. 

Das Gift wurde entweder gleich in dest. Wasser oder in 0,9-proz. Natrium- 
chloridlésung gelést oder im Exsiccator bei 20° getrocknet und in zugeschmolzenen 
Ampullen bei 4° aufbewahrt. Fiir Versuche benutzten wir 1-proz. Lésungen des 
getrockneten Giftes oder Lésungen des frischen Giftes, die ungefahr 0,25-proz. 
Lésungen des getrockneten Giftes entsprachen. Gleichzeitig wurde aber auch das 
Gift, das durch Extraktion frischer oder getrockneter Giftdriisen sowie des ge- 
samten Kephalothorax erhalten wurde, benutzt. 


Versuche und Ergebnisse 


Eine von den Fragen, die uns interessierte, war die folgende: Welche Gift- 
menge kann man nach der Tamponmethode von einem einzelnen Individuum 
bekommen ? Diese Menge halten wir fiir identisch mit der Menge, die von der Spinne 
beim BiB durchschnittlich ausgestoBen wird. Fiir diese Bestimmung wurden zuerst 
leere trockene Tampons und nachher ,,gebissene“* getrocknete Tampons gewogen. 

Vor der Ablage der Eier bekam man durchschnittlich 0,012 mg trockenen 
Giftes von einem Weibchen (von 30 Spinnen 0,35 mg). Im August und September 
— also nach der Eiablage — erhielt man aber durchschnittlich 0,02—0,03 mg 
trockenen Giftes. Wie die nachstehenden Zahlenbeispiele zeigen, schwanken die 
Giftmengen stark. 4x 20 Spinnen gaben Anfang September bei trockener Hitze 
der Reihe nach 0,40, 0,95, 0,35 und 0,75 mg trockenen Giftes. 

Fiir die Toxizitatsversuche wurden weiBe Mause benutzt. Man injizierte das 
mit 0,9-proz. Natriumchloridlésung extrahierte Tampongift. Die Wirkung setzte 
ziemlich unabhangig von der injizierten Giftmenge nach einem Intervall von 
12—14 Stdn. ein. Das verwendete Gift stammte von jeweils zwei Spinnengruppen 
von je 20 Individuen. Das Gift der ersten Gruppe wurde unmittelbar nach der 
Entnahme injiziert, das Gift der zweiten Gruppe wurde getrocknet und gewogen. 
Auf diese Weise konnte man annahernd die Giftkonzentrationen der einzelnen 
Injektionen abschaétzen; die Konzentrationen wurden auf Trockensubstanz um- 
gerechnet. 0,005—0,02 mg frischen Giftes und 0,5—0,9 mg getrockneten Giftes 
pro Maus wirkten tédlich. Mit diesen Versuchen wollten wir weder die tédliche 
noch die toxische Dosis des Giftes von Latrodectus tredec. bestimmen; diese Ver- 
suche sollten nur Anhaltspunkte iiber den biologischen Wert und die Qualitat des 
benutzten Giftes geben. 

Die Angaben haben nur einen relativen Wert, da sich nicht nur die Eigen- 
schaften, sondern auch die Menge des Giftes mit den Lebensbedingungen stark 
andern (Nahrung, Feuchtigkeit, Temperatur usw.)*. 

In seinen physikochemischen Eigenschaften ist das Gift von Latrodectus 
tredec. dem Gifte von Hogna tarantula sehr ahnlich. Es ist eine wasserklare Fliissig- 
keit von wahrscheinlich gréBerer Viskositaét als Wasser. Das frische Gift lést sich 
in Wasser vollkommen klar; die Lésung schiumt stark beim Riihren. Am Tampon 
getrocknetes Gift lést sich in Wasser schwerer zu einer triiben kolloiden Lésung. 
Der Gehalt an Trockensubstanz, des nach der Tamponmethode gewonnenen Giftes 
konnte nicht ermittelt werden, da es sehr schnell eintrocknet. 

Ahnlich wie beim Gifte der Hogna tarantula geben sowohl frische als auch 
getrocknete, 0,25-proz. wa8rige Lésungen des Giftes von Latrodectis tredec. starke 
Fillungen mit Athanol, Aceton, Pikrinséure, Phosphorwolframsaure, Reinecke- 
salz und festem Ammoniumsulfat. Die Fallungen mit Athanol, Aceton und Ammo- 
niumsulfat sind reversibel. Die beim Kochen der klaren waBrigen Giftlésungen 
erhaltenen weiBliche Niederschlige geben die fiir die Proteine charakteristischen 








4M. J. Vellard, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 198, 2123 [1934]. 
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Reaktionen mit Salpetersiure, Biuret, Ninhydrin usw. Wir schlieBen daraus, daB 
das Gift im wesentlichen aus eiweiBartigen Substanzen besteht. 

Die Tampons aus denen 1. das frische Gift oder 2. das getrocknete Gift mit 
Wasser extrahiert wurde, unterscheiden sich voneinander im UV-Licht. Die ersteren 
zeigen gar keine Fluorescenz, die zweiten fluorescieren blaulich. Trocknet man die 
extrahierten Tampons dann im Thermostat bei 100—120°, so bleiben die ersteren 
weiB, wahrend die zweiten schwarz werden. Die Substanzen, die im UV-Licht 
fluorescieren, kénnen sehr leicht mit Ather extrahiert werden; dafiir kann man 
z. B. die schon mit Wasser extrahierten Tampons mit getrocknetem Gift benutzen 
sowie auch die waBrigen Lésungen des frischen Giftes. Nach vorsichtigem Ab- 
dampfen der Ather-Extrakte bleibt eine weiBliche, durchscheinende, in Wasser 
unlésliche Masse, die im UV-Licht stark blaulich fluoresciert und an der Luft 
schnell gelb oder braun wird. Beim Verbrennen riecht sie charakteristisch. Es 
handelt sich wohl um lipoidartige Stoffe, die im Gift von Latrodectus tredecim- 
guttatus in verhaltnismaBig groBen Mengen vorkommen. Im Gifte der Hogna 
tarantula fehlen derartige fluorescierende, mit Ather extrahierbare Substanzen. 

Einige qualitative Versuche auf Enzymwirkung hatten ein ahnliches Ergebnis 
wie die entsprechenden Versuche mit dem Gifte der Hogna tarantula’. Die Lésung 
des trockenen Tampongiftes ebenso wie des frischen wirkt sehr stark proteolytisch 
und besitzt auch die Wirkung einer Adrenalinoxydase. Der Driisenextrakt hin- 
gegen zeigte keine solche Aktivitait. Das Tampongift, das in Ampullen bei 4° auf- 
bewahrt wurde, zeigte die Enzymwirkung iiber ein halbes Jahr lang. 

Es wurde auch eine inhibitorische Wirkung des Latrodectus tred.-Giftes auf 
Cholinesterase der Erythrocyten beobachtet. Weder mit dem Tampongift noch 
mit dem Driisenextrakt konnte eine hamolytische Wirkung oder eine Lecithinase- 
wirkung nachgewiesen werden. 


Diskussion 


Die Tamponmethode zur Gewinnung des Giftes von Latrodectus 
tredec. erméglichte es uns, das Gift des gleichen Individuums iiber eine 
lingere Periode zu untersuchen und so die Anderungen der Menge und 
einiger Eigenschaften festzustellen. Ein Fehler konnte aber dabei nicht 
vermieden werden. Genauere Beobachtungen bei Latrodectus tredec. 
zeigten namlich, daB diese Spinne beim BeiBen des Tampons auch einen 
Saft aus dem Munde abgeben kann. Wahrend wir bei Hogna tarantula 
auch das reine Gift aus den Heliceren gewinnen konnten, war dies bei 
Latrodectus tredec. wegen der Kleinheit der Heliceren nicht mdglich, 
so da eine eventuelle Beimischung von Mundsekret nicht verhindert 
werden konnte. Unserer Meinung nach ist aber eine Verhinderung des 
AusstoBens der Mundsifte in die Tampons nicht nétig, da jene besonders 
bei einem schirferen BiB, wahrscheinlich doch in die Wunde gelangen. 

Wie schon gesagt, konnten jahreszeitliche Anderungen in der Giftig- 
keit festgestellt werden. Als aktivstes hat sich das Sommergift erwiesen. 
Auch die Sekretion andert sich mit der Jahreszeit: sie ist wihrend der 
Wintermonate sehr klein und kann sogar fiir einige Zeit ausbleiben. 
Die Spinnen verhalten sich in dieser Hinsicht ahnlich wie die Schlangen 
und andere poikilothermen Tiere. 

Die chemischen Untersuchungen zeigten, daB die Eigenschaften 
des Giftes wesentlich von der Art der Gewinnung und des Aufbewahrens 
abhingen. Mit dem Driisenextrakt konnten einige Reaktionen, die mit 
dem Tampongift ausgefiihrt wurden, nicht gemacht werden. Und end- 
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lich tiberzeugte man sich, daB das frische Tampongift um einige Male 
giftiger ist als das getrocknete Tampongift; dieses ist aber noch immer 
viel giftiger als der Driisenextrakt. 

Die interessantesten Substanzen im Gifte vom Latrodectus tredec. 
scheinen die Lipoide zu sein. Ihre Empfindlichkeit und Unbestandigkeit 
sowohl des frischen Giftes als auch seiner Lésungen kénnen so gedeutet 
werden, daB sie als Lipoproteide im natiirlichen Gifte vorliegen. Dic 
Giftigkeit und die Labilitat des frischen sowie des Tampongiftes sprechen 
dafiir, daB die Lipoproteide die wichtigste Komponente der Neurotoxine 
des Giftes vom Latrodectus tredec. darstellen. Damit ware ein neuer Typ 
von Neurotoxinen gefunden. Diese Hypothese bedarf aber noch weiterer 
experimenteller Beweise. Interessant ist weiterhin die Tatsache, dab 
das Gift vom Latrodectus tredec. weder eine himolytische Wirkung noch 
die Wirkung einer Lecithinase besitzt, obgleich es lipoide Substanzen 
enthalt. 


Herrn Professor Dr. A.O.Zupanéié bin ich fiir anregerides Interesse an dieser 
Arbeit zu gréBter Dankbarkeit verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Latrodectus tredecimguttatus Rossi ist sehr giftig und stellt sogar 
fiir den Menschen eine Gefahr dar. Die Versuche zeigten, daB sich das 
frischbereitete Tampongift, das getrocknete Tampongift und der Gift- 
driisenextrakt wesentlich voneinander unterscheiden. Die Tampon- 
methode erméglicht die Gewinnung und die Untersuchung eines dem 
Naturgift am meisten entsprechenden Giftes und die Verfolgung der 

siftveranderungen unter verschiedenen Lebensbedingungen. 

Die Toxizitaét wurde an weiBen Mausen gepriift. Das Rohgift besitzt 
Proteinnatur und enthalt Lipoide. Uber seine enzymatischen Eigen- 
schaften wird berichtet. 
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Uber das Schicksal der Glucuronsaure 
im tierischen Organismus 
IV. Mitteil. 


Uber die Verwertbarkeit von Glucuronsidure-lacton 
fiir die Synthese saurer Mucopolysaccharide 


Von 
S. Hollmann 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1954) 


Durch die in den friiheren Mitteilungen! ** geschilderten Versuche 
ist bewiesen, daB der Saugetierorganismus Glucuronsaure-lacton in 
erheblichem Umfang abzubauen vermag und dai das Ausmaf dieses 
Abbaues entscheidend von der Art der Lacton-Applikation abhangig ist. 
Die von Douglas und King? unter Verwendung eines mit “C mar- 
kierten Glucuronsiure-lactons erhobenen Befunde sprechen dafiir, dab 
der im Organismus nicht abgebaute Anteil fast quantitativ unverandert 
durch den Harn ausgeschieden wird. Nur wenige °( des intraperitoneal 
injizierten Lactons erschienen bei mit Borneol behandelten Meer- 
schweinchen im Harn als Glucuronid. Nach den gleichen Autoren ist die 
Fixation von Glucuronsaure-4C in den Geweben auBerst gering und 
betrigt maximal etwa 5°, der injizierten Menge. Der Hauptteil des nach 
einmaliger intraperitonealer Injektion retinierten Glucuronsaure-l4C 
wurde in der Leber gefunden, weniger als 1°, in Muskulatur, Lunge, 
Niere, Milz und Knochen einschlieBlich Gelenkknorpel. Ein Teil des 
4 lag in der Leber als Glykogen vor. Uber die Zustandsform in den 
anderen Geweben wurden Untersuchungen bisher nicht angestellt. 

Obgleich die genannten Befunde nur eine geringe Verwertung von 
Glucuronsiaure-lacton als Baumaterial fiir Gewebsbestandteile erwarten 
lieBen, erschien es berechtigt, den Einflu8 einer langdauernden Be- 
handlung mit Glucuronsaure-lacton auf den Gehalt des Organismus an 
sauren Mucopolysacchariden zu priifen, da nach Untersuchungen von 
Deichmann und Hopfenspirger® und eigenen Untersuchungen? 
Speicherungen gréBeren AusmaBes — wenigstens voriibergehend — 


1 §. Hollmann u. E. Wille, diese Z., 290, 91 [1952]. 

2 §. Hollmann, diese Z., 297, 74 [1954]. 

3 §. Hollmann, diese Z., 297, 83 [1954]. 

4 J. F. Douglas u. C. G. King, J. biol. Chemistry 198, 187 [1952]; 208, 889 
[1953]. j 

5 W. B. Deichmann u. B. Hopfenspirger, Ind. Med. Surgery 20, 417 
[1951]. 
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durchaus méglich sind. Die Entscheidung dieser Frage ist von praktischer 


Bedeutung, da Peterman® die Entartung fibréser Gewebe bei rheu- 
matischen Erkrankungen auf eine ungeniigende Glucuronsaure-Bildung 
im Organismus zuriickfiihrte und die giinstige Wirkung einer Behandlung 
mit Glucuronséure bei rheumatischer Arthritis als Substitutionseffek: 
deutete. Die vorliegenden Untersuchungen sind gleichzeitig ein Beitrag 
zu dem spiater ausfiihrlicher diskutierten Problem, ob ein Einbau von 
Glucuronsiure-lacton in Substanzen mit Glucuronid-Bindung méglich ist. 


Methodik 


Als Versuchstiere wurden Kaninchen verwandt. Die Nahrung bestand im 
Sommer und Herbst aus Hafer und Griinfutter, im Winter und Friihjahr aus Hafer, 
Runkeln und Heu. 

In der ersten Versuchsreihe erhielten 4 von 8 erwachsenen Inzuchtkaninchen 
(Alter 12 Monate, Gewicht zu Versuchsbeginn im Mittel 1790 g, am Versuchsende 
1915 g) wahrend 91 Tagen taglich je 0,5 g Glucuronsaure-lacton* intravends, die 
4 restlichen Tiere blieben unter den gleichen Ernahrungsbedingungen als Kontroll- 
tiere unbehandelt. 

Die zweite Versuchsreihe wurde an 9 wachsenden Tieren aus 2 Wiirfen eines 
institutseigenen Inzuchtstammes (gleiches Vatertier, Muttertiere Geschwister) durch- 
gefiihrt. 4 dieser Tiere erhielten wahrend 421 Tagen taglich je 0,5 g Glucuronsaure- 
lacton durch Magensonde, 5 Tiere blieben unbehandelt. Alter der Tiere zu Ver- 
suchsbeginn 7 Monate, Gewicht im Mittel 2,05 kg. 

24 Stdn. nach.der letzten Lacton-Zufuhr wurden die Tiere durch Nacken- 
schlag und Entbluten aus den Carotiden getétet. Leber, Herz, Milz, Niere, Lunge, 
Magen (Pylorusteil), Gastrocnemius, Achillessehne, Rippenknorpel und ,,Zwischen- 
wirbelscheiben“ wurden méglichst rasch entnommen, von Blut, Bindegewebe und 
Fett befreit und in fliissige Luft versenkt. Unter ,,Zwischenwirbelscheiben“ ist im 
folgenden immer die Gesamtheit von Fibrocartilagines intervertebrales und Knor- 
peliiberzug der benachbarten Wirbelkérper verstanden, die sich beim Kaninchen 
sehr gut mittels Scherenschlags von den Wirbelkérpern abtrennen lassen. ,,Zwischen- 
wirbelscheiben‘“‘ wurden gewahlt, da sich beim Kaninchen von den iibrigen Ge- 
lenken nicht geniigend Knorpel fiir die Analyse gewinnen 1a8t. Nach Zerkleinerung 
der Gewebe unter fliissiger Luft zu einem feinen Pulver wurden in aliquoten Teilen 
der Gewebspulver die ,,Gesamt-Glucuronsaure“ und die saureldsliche, ,,direkt be- 
stimmbare Glucuronsaure“‘ bestimmt. 

Fiir die Bestimmung der ,,Gesamt-Glucuronsiure‘ (freie Glucuronséure + 
Glucuronséure aus Glucuroniden und Mucopolysacchariden) wurde zunachst die 
Carbazol-Reaktion nach Dische’ herangezogen und hinsichtlich ihrer Anwend- 
barkeit auf tierische Gewebe gepriift, da mittels dieser Methode Uronsauren auch 
in Polyuroniden ohne vorherige Hydrolyse bestimmbar sind. Bei einer Nachprii- 
fung der Carbazol-Methode an 2 verschiedenen Hyaluronsiure-Praiparaten** wurde 
eine konstante Glucuronsdure-Ausbeute von 60 -+- 0,34°, der Theorie gefunden. 
Sulfhydrilgruppen, die die Farbreaktion stéren, konnten beseitigt werden durch 
Oxydation mit m/1000-H,O, bei 40° und Riicktitration des iiberschiissigen Wasser- 
stoffperoxyds mit n/50-KMn0O,, ohne dabei gleichzeitig vorhandene freie Glucuron- 
siure anzugreifen. Fiir die Bestimmung in tierischen Geweben lieB sich die Methode 


6 FE. A. Peterman, Lancet 67, 451 [1947]. 

? Z. Dische, J. biol. Chemistry 167, 189 [1947]; 188, 489 [1950]. 

* Fir Uberlassung von Glucuronsaure-lacton sei den Deutschen Maizena- 
Werken, Hamburg, auch an dieser Stelle bestens gedankt. 

** Fiir Uberlassung von Hyaluronsaure sei auch an dieser Stelle der Firma 
Schering A. G., Berlin-West, und den Farbwerken Hoechst bestens gedankt. 
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jedoch nicht anwenden, da nach Zusatz der konz. Schwefelsdure, auch nach vor- 
hergehender Proteolyse oder EiweiBfallung, unkontrollierbare Verfarbungen er- 
folgten, die eine kolorimetrische Auswertung unméglich machten. 

Bei einer Bestimmung der ,,Gesamt-Glucuronsaure‘‘ mittels der in den frii- 
heren Untersuchungen angewandten Naphthoresorcin-Methode nach Mozolowski® 
war eine Vorhydrolyse der Mucopolysaccharide erforderlich. Die groBe Resistenz 
von Polyuroniden gegen saure Hydrolyse ist oft gezeigt worden® 1°, Beim Abbau 
von Hyaluronsdure mit Saéuren oder Laugen entstehen nach Kaye und Stacey! 
zum Hauptteil Oligosaccharide, deren bemerkenswerte Resistenz gegen weitere 
Hydrolyse nach Weissmann und Mitarbb.!! auf der Festigkeit ihrer ,,uroni- 
dischen‘* Bindungen beruht. In unseren Versuchen lieBen sich maximal nur 3,4°% 
der theoretisch méglichen Glucuronséuremenge durch Saéurehydrolyse aus Hyalu- 
ronsdure freisetzen. Erhdhung der Saéurekonzentration, der Temperatur oder Ver- 
langerung der Hydrolysenzeit setzte diese Ausbeute wieder herab, da in Uberein- 
stimmung mit den Befunden von Neuberg” und Heyns und Kelch* Glucuron- 
saure in dem Mae, in dem sie abgespalten wird, durch die heiBe Saure unter De- 
carboxylierung zersetzt wird. 

Nachdem somit eine Aufspaltung der Mucopolysaccharide durch Saurehydro- 
lyse nicht in Betracht kam, wurde eine fermentative Hydrolyse mittels Hyaluroni- 
dase versucht, durch die die beiden sauren Mucopolysaccharide Hyaluronsaure und 
Chondroitinschwefelséure in gleichem AusmaB gespalten werden'*»©, Eine quan- 
titative Erfassung der ,,Gesamt-Glucuronsdure‘‘ der Gewebe war aber auch auf 
diese Weise von vornherein nicht zu erwarten, da Hyaluronidase nach Rapport 
und Mitarbb.!* nur an den Glucosidbindungen des Acetylglucosamins, dagegen 
nicht an den Glucosidbindungen des Glucuronsaureanteils angreift, so da8 unter 
ihrer Wirkung ein Gemisch von Oligosacchariden!’>1* oder im giinstigsten Falle 
ein Disaccharid, die von Weissmann und Mitarbb.! isolierte Hyalobiuronsaure, 
entsteht. Nach 64—72 Stdn. Exposition von Natriumhyaluronat in Acetatpuffer 
von py 4,6—6,0 mit Testis-Hyaluronidase (dargestellt nach Hahn?® bzw. ,,Ki- 
netin’‘ (Schering)) und anschlieBender Schenck-Fallung betrug in unseren Ver- 
suchen die Glucuronsadure-Ausbeute in den Filtraten nur 5,4—6,9%. Wurde die 
Glucuronsaéure-Bestimmung dagegen am Fermentansatz direkt ohne vorherige 
EiweiBfallung vorgenommen, so wurde nach 72 Stdn. Fermenteinwirkung eine 
konstante Glucuronsiure-Ausbeute von 15,6 + 0.6% gefunden. Die héhere Aus- 
beute in Ansétzen ohne Schenck-Fallung ist wohl dadurch zu erklaren, daB bei 
der Schenck-Fallung saure Oligosaccharide als Hg-Salze mitgefallt werden, die 
unter den Bedingungen der anschlieBenden Naphthoresorcin-Reaktion z. T. hydro- 
lysiert werden. Eine weitere Steigerung der Glucuronsaure-Ausbeute war weder 
durch Verlingerung der Fermenteinwirkung, noch durch px-Variation zwischen 
pu 4,5 und 6,0 zu erzielen. Saurehydrolyse nach Exposition mit Hyaluronidase vor 
der Glucuronsiure-Bestimmung verminderte mit zunehmender Hydrolysenzeit 


8 W. Mozolowski, Biochem. J. 84, 823 [1940]. 

® E. Jorpes u. S. Bergstrém, diese Z. 244, 253 [1936]. 

10 M. A. G. Kaye u. M. Stacey, Biochem. J. 46, XIII [1950]. 

1B. Weissmann, M.M. Rapport, A.Linker u. K. Meyer, J. biol. 
Chemistry 205, 205 [1953]. 
12 C, Neuberg, Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. III, 1, 373 
1904]. 

13 K. Heyns u. C. Kelch, Z. analyt. Chem. 139, 339 [1953]. 
K. Meyer u. E. Chaffee, J. biol. Chemistry 188, 491 [1941]. 
1 J.H. Humphrey, Biochem. J. 40, 442 [1946]. 
16M. M. Rapport, K. Meyer u. A. Linker, J. Amer. chem. Soc. 78, 2416 
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- 


i? L, Hahn, Arkiv Kem., Mineralog., Geol., 19 Ser. A, Nr. 33, 10 [1945]. 
18 L. Hahn, Arkiv Kem., Mineralog., Geol., 22 Ser. A, Nr. 1, 20 [1946]. 
19 LL. Hahn, Biochem. Z. 315, 83 [1943]. 
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wieder die Ausbeute. Da es bei den vorliegenden Untersuchungen weniger auf die 
Bestimmung von Absolutwerten als auf die Ermittlung von Vergleichswerten an- 
kam und da unter den geschilderten Bedingungen eine konstante, reproduzierbare 
Glucuronsaure-Ausbeute an zwei verschiedenen Hyaluronsiure-Praparaten erreicht 
wurde, wurde nicht der Versuch unternommen, die Freisetzung von Glucuronsaure 
durch Einwirkung von £-Glucuronidase auf die unter Hyaluronidase-Wirkuny 
entstandenen Reaktionsprodukte noch weiter zu erhéhen. Unter Beriicksichtigung 
der in den Vorversuchen gewonnenen Ergebnisse gestaltete sich die Bestimmung 
der ,,Gesamt-Glucuronséure“ in Saugetiergeweben wie folgt. 


Bestimmung der ,,Gesamt-Glucuronsaure“ 

25—150 mg (je nach dem zu erwartenden Glucuronsdure-Gehalt) des durch 
Zerkleinerung in fliissiger Luft gewonnenen Gewebspulvers wurden in Glasréhrchen 
mit Schliffstopfen eingefiillt, die mit je 3 ccm m/10-Acetatpuffer in 0,15-m. NaCl, 
pu 4,5, beschickt und analytisch vorgewogen waren. Nach Eintemperieren und 
zweiter analytischer Wagung wurden zu jedem Réhrchen 2 cem ,,Kinetin‘‘-Lésung 
zugesetzt, die 2,5 Schering-Einheiten Testis-Hyaluronidase im gleichen Puffer 
gelést enthielten. Die verschlossenen Réhrchen wurden dann nach Uberschichten 
des Inhalts mit einigen Tropfen Toluol 85 Stdn. im Wasserbad von 38° unter ge- 
legentlichem Umschiitteln exponiert. Nach dieser Zeit wurde die Glucuronsaure- 
Bestimmung im Gesamtinhalt der Réhrchen direkt ohne vorherige EiweiBSfallung 
mittels der Naphthoresorcinmethode®: 8 unter Einhaltung der friiher beschriebenen 
Bedingungen? ® durchgefiihrt. 

Stérungen der Bestimmung durch das GewebseiweiB, das wahrend der Expo- 
sition mit Salzséure im siedenden Wasserbad weitgehend hydrolysiert wird, wurden 
nicht beobachtet. Wie Kontrollversuche mit Glucuronsaéurezusatz zum Ferment- 
ansatz zeigten, findet auch kein Glucuronsaureverlust durch bakterielle Zerstorung 
wahrend der langen Expositionszeit statt. Zu Fermentansitzen mit Leber- und 
Muskelpulver zugesetztes Hyaluronat wurde in der gleichen Ausbeute von 16°, 
wiedergefunden wie in der reinen Hyaluronatlésung. Die mittlere Streuung der 
Doppelbestimmung betrug in 340 Analysen 7,6%. 


Spezifitat der Naphthoresorcin*-Reaktion 


Die Spezifitat der NR-Reaktion ist hiufig Gegenstand von Untersuchungen 
und Diskussionen gewesen. Zuletzt haben Heyns und Kelch® gezeigt, daB auch 
Glucose mit NR reagiert und daher in ihrer Gegenwart ein zu hoher Glucuronsaure- 
wert vorgetauscht wird. Nach Stary und Yuvanidis?°® stéren auBer Glucose noch 
Fructose, Mannose, Galaktose, Glucosamin, Arabinose und Ribose die Farbreaktion. 
Die Farbe ihrer Reaktionsprodukte mit NR unterscheidet sich jedoch deutlich von 
der NR-Reaktion der Glucuronsiure, auBerdem ist die Reaktion mit Pentosen und 
Hexosen bei weitem nicht so empfindlich wie die mit Hexuronsauren. 

Um Aufschlu8 dariiber zu gewinnen, ob und unter welchen Bedingungen die 
nach Hyaluronidase-Einwirkung in den verschiedenen Geweben mit NR erfol- 
gende Farbreaktion auf Glucuronsadure bezogen werden darf, wurden von den 
Atherextrakten der NR-Reaktion aller untersuchten Gewebe nach der Exposition 
mit Hyaluronidase Absorptionsspektren aufgenommen und mit den Absorptions- 
spektren der NR-Reaktion von Glucose, Fructose, Arabinose und Ribose verglichen. 
Die Messungen erfolgten mit einem Beckman-Spektrophotometer, Modell DU. 

Einige der untersuchten Zucker ergaben mit NR Reaktionsprodukte, die bei 
570 mu, der Wellenlinge, bei welcher die kolorimetrische Auswertung der NR- 
Reaktion erfolgt, so stark absorbieren, da8 in ihrer Gegenwart sicher zu hohe Glu- 
curonsdurewerte vorgetaéuscht werden. Bei gleichen Konzentrationen der Zucker 
verhalten sich die Extinktionen ihrer NR-Reaktionsprodukte bei 570 my etwa 
wie folgt : 


20 Z. Stary u. M. Yuvanidis, Biochem. Z. 324, 206 [1953]. 
* Naphthoresorcin ist im folgenden immer abgekiirzt: NR. 
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Glucuronsiaure-lacton : Fructose: Ribose: Glucose = 100 : 3,20 : 0,42 : 0,39. 

Das NR-Reaktionsprodukt der Arabinose absorbiert bei 570 mu nicht. Ob 
eine bei 570 mz gemessene Extinktion auf Glucuronséure bezogen werden darf, 
14Bt sich mit Wahrscheinlichkeit aus dem Verlauf der Absorptionskurve schlieBen. 
Die Absorptionskurven der NR-Reaktionsprodukte von Glucuronsaure-lacton, 
Fructose, Ribose und Glucose sind in Abb. 1 dargestellt. Wegen der sehr unter- 
schiedlichen Absolutextinktionen sind die Extinktionen der einzelnen Verbin- 
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dungen bei den verschiedenen Wellenlangen in °% der bei 570 mu gemessenen Ex- 
tinktion der betreffenden Verbindung aufgezeichnet. Gewahlt ist der Bereich von 
460—700 my, in dem Glucuronsaure eine breite Bande mit dem Maximum bei 
570 my aufweist. Wie aus der Abb. ersichtlich ist, ist bei Aufnahme der Absorp- 
tionskurven der NR-Reaktionsprodukte nur eine Tauschung durch Glucose még- 
lich, deren NR-Reaktionsprodukt ebenfalls bei 570 my ein, wenn auch nur schwach 
ausgebildetes Maximum erkennen la8t. Die Unterscheidung Glucose-Glucuronsaure 
ist jedoch leicht méglich auf Grund der Absorption im kurzwelligen Bereich. Bei 
Glucuronsaure betragt die Extinktion zwischen 350 und 450 mu nur 10—40% der 
bei 570 my gemessenen Extinktion, Glucose hat im gleichen Bereich dagegen eine 
sehr stark ausgepragte Bande mit 2 Gipfeln bei 385 und 400 my, die das Maximum 
bei 570 mz um das 1200—1300-fache iiberragt. Im kurzwelligen Teil zeigen im 
iibrigen auBer Glucose auch Fructose, Ribose und Arabinose starke Banden mit 
charakteristischen Maxima bei verschiedenen Wellenlangen. Auf Vorhandensein 
von Glucuronsaure darf demnach nur geschlossen werden, wenn folgende Voraus- 
setzungen erfiillt sind : 


1. Ausgepragtes Absorptionsmaximum mit dem Gipfel bei 570 my. 
2. Absorptionsminimum bei 430—460 mu. 
3. Fehlen einer Bande zwischen 385 und 400 mu. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 298 6 














S. Hollmann, 


82 Bd. 298 (1954) 









Die Absorptionskurven, die von den NR-Reaktionsprodukten der verschie- 
denen Gewebe nach Einwirkung von Hyaluronidase aufgenommen wurden und 
deren wesentliche Verlaufsformen in Abb. 2 dargestellt sind, gestatten eine Ein- 
teilung der untersuchten Gewebe in 3 Gruppen : 





1. Gewebe, in denen durch die NR-Reaktion praktisch nur Glucuronsaure 
erfaBt wird (Rippenknorpel, Achillessehne, Zwischenwirbelscheiben), 

2. Gewebe, in denen Glucose bei der NR-Reaktion zunehmend interferiert, 
erkennbar an dem Anwachsen des Maximums bei 385 mu und dem Verstreichen 
des fiir Glucuronséure charakteristischen Minimums bei 460 my (Lunge, quer- 
gestreifte Muskulatur, Magenwand, Niere, Herz) und 

3. Gewebe, in denen aus dem Kurvenverlauf infolge Uberwiegens anderer 
farbgebender Substanzen das Vorhandensein von Glucuronsdure tiberhaupt nicht 
mehr erschlossen werden kann (Leber, Milz). 
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Abb. 2. Absorptionskurven der ather. 
Lésung des Naphthoresorcin-Reak- 
tionsprodukts nach vorhergehender 
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Zur Ermittlung aller mit NR farbgebenden Substanzen der Gewebe, die bei 
der Bestimmung der ,,Gesamt-Glucuronsaure miterfaBt werden, jedoch nicht mit 
Glucuronsaure identisch sind, und zur gleichzeitigen Ermittlung etwa vorhandener 
freier Glucuronsaure und leicht séurehydrolysierbarer Glucuronide wurde die NR- 
Reaktion in allen untersuchten Geweben auch vor Einwirkung der Hyaluronidase 
durchgefiihrt, und zwar in aliquoten Teilen der nach Schenck enteiweiBten Ge- 
webspulver. Die Menge dieser, kurz als ,,direkt bestimmbare Glucuronsaure“ be- 
zeichneten Fraktion schwankte in den verschiedenen Geweben zwischen 5 und 
38 mg®, (als Glucuronsaure-lacton berechnet) und machte in den Geweben der 
1. Gruppe im Mittel 8,7%, in den Geweben der 2. Gruppe durchschnittlich 33%» 
in den Geweben der 3. Gruppe mehr als 46%, der , ,Gesamt-Glucuronséure“ aus. 
Auch bei dieser Fraktion wurde versucht, die Natur der mit NR reagierenden Ver- 
bindungen aus den Absorptionskurven zu erschlieBen. Auf ihre Wiedergabe soll 
allerdings verzichtet werden, da sich aus ihnen keine Anhaltspunkte fiir das Vor- 
handensein freier Glucuronsaure oder leicht hydrolysierbarer Glucuronide in einem 
der untersuchten Gewebe ergaben. Z. T. sind die Absorptionskurven typisch fiir 
Glucose-Fructose-Gemische verschiedenen Mischungsverhalinisses, z. T. haben die 
Kurven einen gegeniiber den bisher untersuchten Zuckern vollig atypischen Ver- 
lauf. DaB in dieser Fraktion dennoch Glucuronsiure in geringer Menge enthalten 
ist, kann bisher nicht ausgeschlossen werden. 


Der Betrag an ,,direkt bestimmbarer Glucuronsaure“ wurde von dem Gehalt 
des betreffenden Gewebes an ,,Gesamt-Glucuronsaure“ abgezogen. Die Differenz, 
die also der durch Hyaluronidase aus den sauren Mucopolysacchariden der Gewebe 
freigesetzten Glucuronsdéuremenge entspricht, ist in Tab. 1 als Acido-Mucopoly- 
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saccharid-Glucuronséure in mg der feuchten Gewebe (als Lacton berechnet) 
angegeben. 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels des t-Testes 
nach Patau?!, 


Versuchsergebnisse 


EinfluB einer langdauernden oralen Zufuhr von Glucuron- 
siure-lacton auf das Wachstum von Kaninchen 


Da in der Literatur mehrfach iiber eine férdernde Wirkung von 
Glucuronséure-lacton auf das Wachstum von Meerschweinchen”, 
Kiiken”*:24 und Ratten?® berichtet worden ist, wurde in der zweiten 
Versuchsreihe das Gewicht der Kaninchen, denen im Alter von 7 Monaten 
beginnend 421 Tage lang tgl. je 0,5 g Glucuronsaure-lacton per os ver- 
abtolgt wurde, in regelmaéBigen Abstinden kontrolliert. Ein EinfluB der 
Lacton-Behandlung auf das Wachstum lieB sich jedoch nicht feststellen. 
Das mittlere Gewicht betrug: 


Kontrolltiere: zu Versuchs- 2,08 kg am Versuchs- 3,21 kg 
Behandelte Tiere: beginn 2,05 kg ende 3,12 kg 


Wahrend der ganzen Beobachtungszeit verliefen die Gewichtskurven 
der beiden Tiergruppen vollig parallel. 


Dieser den Ergebnissen der vorstehend genannten Autoren widersprechende 
Befund ist erklarbar durch die in letzter Zeit bewiesenen Zusammenhange zwischen 
Glucuronsaure und Ascorbinséure. Horowitz und King*® zeigten als erste, daB 
Ratten Glucose unter Erhaltung der Kette und der sterischen Konfiguration an 
(, und C, der Glucose in /-Ascorbinséure umwandeln und daB die Ascorbinsiure- 
Ausbeute bei Verwendung von Glucuronsaure-lacton als Ausgangsmaterial?’ 
4—8mal gréBer ist als nach Angebot von Glucose. Sie nahmen daher Glucuron- 
siure-y-lacton als Zwischenprodukt dieser Umwandlung an. Zur gleichen Annahme 
gelangten Isherwood und Mitarbb.** auf Grund von Versuchen iiber Ascorbin- 
siure-Vorstufen bei Ratten und Kressekeimlingen. Die férdernde Wirkung von 
Glucuronsaure-lacton auf das Wachstum darf daher sicher z. T. auf seine Funktion 
als Ascorbinsaure-Vorstufe zuriickgefiihrt und als Ascorbinsaure-Effekt gedeutet 
werden. Bei Annahme eines solehen Wirkungsmechanismus ist beim Kaninchen, 
das nach Deichmann und Witherup?® zur Glucuronsaure-Synthese nicht be- 
fihigt ist, eine Férderung des Wachstums durch Glucuronsaure-lacton nur bei 
Fiitterung mit einer Grunddiat zu erwarten, in der entweder Glucuronsaure oder 
Ascorbinséure in ungeniigender Menge enthalten sind. Beide Voraussetzungen 
waren in unseren Versuchen nicht erfiillt. 


21 K. Patau, Biol. Zbl. 68, 152 [1943]. 

22 C, 0. Miller, A. E. Siehrs u. F. G. Brazda, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
30, 636 [1932/33]. 

3-H. J. Almquist, E. L. R. Stokstad, E. Mecchiu. P. D. V. Manning, 
J. biol. Chemistry 134, 465 [1940]. 

24M. E. Reid, Fed. Proc. 9, 368 [1950]. 

2 W.B. Deichmann, J. J.Clemmer u. C. Downing, Fed. Proc. 11, 1 
[1952]. 
26 H. H. Horowitz u. C. G. King, J. biol. Chemistry 200, 125 [1953]. 

27 H. H. Horowitz u. C. G, King, J. biol. Chemistry 206, 815 [1953]. 

22 F. A. Isherwood, Y.T.Chen u. L.W.Mapson, Biochem. J. 56, 1 
[1954]. 
29 W. B. Deichmann u. S. Witherup, Arch. Biochemistry 7, 401 [1945]. 
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EinfluB8 einer langdauernden Behandlung von Kaninchen mit 
Glucuronsaure-lacton auf den Gehalt der Gewebe an sauren 
Mucopolysacchariden 


Die Ergebnisse der beiden, an Kaninciien durchgefiihrten Versuchs- 
reihen sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Als Acido-Mucopolysaccharid- 
Glucuronsaure ist die Differenz zwischen dem in den einzelnen Geweben 
direkt und nach Einwirkung von Hyaluronidase ermittelten Glucuron- 
siure-Gehalt angegeben. 


Tab. 1. EinfluB einer langdauernden Behandlung von ausgewachsenen (1. Reihe) 
und noch wachsenden (2. Reihe) Kaninchen mit Glucuronsaure-lacton auf den 
Gehalt der Gewebe an sauren Mucopolysacchariden. 





Acido-Mucopolysaccharid-Glucuronsaure 
in mg®% der feuchten Gewebe (M + o) 











1. Versuchsreihe: _ 2. Versuchsreihe: 
91 Tage tgl. je 0,5 g 421 Tage tgl. je 0,5 g 
Gewebe Glucuronsaure-lacton intravenés || Glucuronsaure-lacton per os 
” Pp2i * P 
Kontroll- | Behandelte d Kontroll- | Behandelte d 
é er : . ev 
tiere Tiere Diffe- _tiere Tiere Diffe- 
(4 Tiere) (4 Tiere) nia (5 Tiere) (4 Tiere) siti 
Leber 59,4 + 20,6) 51,6+ 27,7 | 0,71 || 29,1+ 8,2) 39,9+ 9,8/0,16 
Niere 21,7+ 8,4) 15,8+ 5,2 | 0,34 || 184+ 2,7) 23,8+ 5,1/0,12 
Milz 17,5 +12,5) 17,0+12,0 | 0,96 || 43,8-+ 8,2] 49,4+ 11,5]0,48 
Lunge 10,7+ 8,1) 4,1+11,9 | 0,47 || 13,3+ 1,8] 20,7+ 5,5/0,043 
Herz 19,8+ 4,9) 17,4+ 7,3 | 0,66 |} 24,7-+ 5,5} 38,8+ 8,5/0,034 
Quergestreifte 
Muskulatur 87+ 4,6 0 0,02 59+ 4,7} 10,8+ 1,1/0,12 
Magenwand 18,0+ 6,6 0 0,01 18,7+ 9,5) 23,8+ 4,9)0,44 
Achillessehne 31,2+ 4,6] 42,3+ 6,2 | 0,046]) 40,7+ 4,4) 38,0+ 2,3/0,37 
Rippenknorpel |368,3 +- 75,0/259,2 + 158,2) 0,32 ||236,7 +- 76,6]/313,0 + 43,1/0,16 


Zwischenwirbel- 
scheiben 214,5 + 55,6|152,6 + 49,8 | 0,25 || 88,5 + 21,0|147,6 + 16,0|0,0045 


























Bei den ausgewachsenen Tieren der ersten Versuchsreihe war 
nach dreimonatiger intravenéser Behandlung mit je 0,5 g Glucuronsaure- 
lacton tiaglich eine Vermehrung des Gehaltes der Gewebe an sauren 
Mucopolysacchariden, gemessen an der durch Hyaluronidase abspalt- 
baren Glucuronsaure, nicht festzustellen. Mit Ausnahme der Achilles- 
sehne waren die in den Geweben dieser behandelten Tiere gefundenen 
Werte sogar niedriger als in den Geweben der Kontrolltiere. Eine 
statistische Sicherung der Unterschiede war jedoch infolge der erheb- 
lichen Streuungen in keinem Falle méglich. 

Wegen dieser groBen Streuungen in der ersten Versuchsreihe wurde 
die zweite Versuchsreihe an einem wesentlich einheitlicheren Tier- 
material (s. unter Methodik) durchgefiihrt. Bei den nicht ausge- 
wachsenen Tieren dieser Reihe fiihrte die 14-monatige orale Behand- 
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lung mit je 0,5 g Glucuronsdure-lacton taglich zu einer Vermehrung der 
sauren Mucopolysaccharide in allen untersuchten Geweben mit Aus- 
nahme der Achillessehne. Die Steigerungen betrugen gegentiber den 
Werten in der Kontrolltiergruppe durchschnittlich 42°. Die groBte 
Steigerung von 67°% wurde in den Zwischenwirbelscheiben gefunden, 
die mit einem P-Wert?! von 0,0045 auch als einzige statistisch gesichert 
ist. 

Aus den Ergebnissen dieser Versuche wird geschlossen, dafs Glucu- 
ronsdure-lacton vom Sdugetierorganismus in sehr geringem Umfange 
zum Aufbau von Polyuroniden verwandt werden kann, jedoch nur dann, 
wenn ein erhéhter Glucuronsdure-Bedarf besteht, wie z. B. wahrend 
der Wachstumsperiode in unseren Versuchen. Unter diesen Bedingungen 
war eine vermehrte Bildung von sauren Mucopolysacchariden in fast 
allen untersuchten Geweben nachweisbar, die stirkste im Knorpel- 
gewebe, insbesondere im Faserknorpel. Auf mégliche praktische Konse- 
quenzen dieser Befunde soll an anderer Stelle eingegangen werden. 

Mit den vorstehend geschilderten Ergebnissen stimmen die tiber 
die Verwertung von Glucuronsaure-lacton fiir die Synthese von Glucu- 
roniden bisher erhobenen Befunde im wesentlichen iiberein. Douglas 
und King‘ konnten an mit Borneol behandelten Meerschweinchen 
eindeutig einen Einbau von “C-Glucuronsaure-lacton in das Bornyl- 
glucuronid nachweisen, aber ebenfalls in nur sehr geringer Ausbeute von 
0,18 bis maximal 6,8°,. Diese geringen Ausbeuten machen verstandlich, 
daB in den Versuchen von Siidhof?® eine Steigerung der Atherglucu- 
ronid-Ausscheidung im Harn bei Menthol-behandelten Kaninchen durch 
Zufuhr von Glucuronsiure-lacton nicht nachgewiesen werden konnte. 
Die wesentlich héheren Glucuronid-Ausbeuten, die Packham und 
Butler*! bei mit «-Naphthol behandelten Ratten fanden, sind nach 
ihren neuesten Befunden®? dadurch zu erklaicen, daB in ihren Ver- 
suchen an Stelle des Lactons das Natriumglucuronat verwandt wurde, 
das sich in seinem ganzen Stotfwechselverhalten grundsiatzlich von dem 
des Lactons unterscheidet und das in den Versuchen von De Meio und 
Arnolt*®* auch in vitro die Glucuronidsynthese durch Leberschnitte 
forderte. Diesen positiven Befunden stehen jedoch auch einige negative 
Befunde gegeniiber. Lipschitz und Bueding** beobachteten in Ver- 
suchen mit Leberschnitten keine Steigerung der Glucuronidsynthese 
durch Glucuronat, Store y** fand sogar eine erhebliche Hemmung. Es 
ist daran zu denken, da8 in Versuchen in vitro die Verwertung von 
Glucuronat zur Glucuronidsynthese unméglich wird, wenn Glucuronat 
nicht mehr in die ,,aktive‘‘ Form, naimlich Uridindiphosphat-glucuron- 


30H. Siidhof, diese Z. 290, 72 [1952]. 

31M. A. Packham u. G.C. Butler, J. biol. Chemistry 194, 349 [1952]. 
32M. A. Packham u. G.C. Butler, ebenda 207, 639 [1954]. 

33 R. H. De Meio u. R.I. Arnolt, J. biol. Chemistry 156, 577 [1944]. 

34 W. L. Lipschitz u. E. Bueding, J. biol. Chemistry 129, 333 [1939]. 
% [. D. E. Storey, Biochem. J. 47, 212 [1950]. 
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siure umgewandelt werden kann, die nach Dutton und Storey*® bei 
der Glucuronidsynthese in aiquivalenter Menge verbraucht wird. 

Uber die Verwertbarkeit freier Glucuronsiure fiir die Synthese von 
Mucopolysacchariden wurden bisher nur Untersuchungen an Kulturen 
von hémolysierenden Streptokokken von Topper und Lipton?’ an- 
gestellt. Nach den Ergebnissen dieser Autoren wird zugesetzve Glucuron- 
siure bei der Biosynthese des Kapsel-Polysaccharids, das in allen Eigen- 
schaften mit Hyaluronsiure identisch ist, nicht verwertet. Ob dieser, 
unseren Ergebnissen widersprechende Befund durch eine Impermeabi- 
litét der Bakterienmembran fiir Uronséuren zu e1klaren ist, laBt sich 
bisher nicht entscheiden. 


Zusammenfassung 


1. Eine Methode zur Ermittlung des Acido-Mucopolysaccharid- 
Gehaltes tierischer Gewebe wird entwickelt, die auf der Bestimmung der 
durch Testis-Hyaluronidase freigesetzten Glucuronsiéure beruht. Unter 
den angegebenen Bedingungen betraigt die Ausbeute, auf Hyaluron- 
siure bezogen, konstant 16°, der Theorie. 

2. Die Spezifitat der fiir die Bestimmung der Glucuronsiéure an- 
gewandten Naphthoresorcin-Methode wird untersucht. Gewisse Auf- 
schliisse iiber die Natur der mit Naphthoresorcin reagierenden Sub- 
stanzen lassen sich aus dem Verlauf der Absorptionskurven der athe- 
rischen Lésung der Naphthoresorcin-Reaktionsprodukte gewinnen. 

3. Dreimonatige intravendse Behandlung ausgewachsener Ka- 
ninchen mit Glucuronsaure-lacton setzt den Gehalt an sauren Mucopoly- 
sacchariden in allen untersuchten Geweben mit Ausnahme der Achilles- 
sehne herab. 14-monatige orale Behandlung wachsender Kaninchen 
erhoht dagegen den Gehalt an sauren Mucopolysacchariden in allen 
Geweben mit Ausnahme der Achillessehne, am stirksten den Gehalt im 
Knorpelgewebe, insbesondere im Faserknorpel. 

4. Aufdas Wachstum der normal ernahrten, wachsenden Kaninchen 
hat die orale Glucuronsaure-lacton-Behandlung keinen EinfluB. 

5. Aus den Versuchen wird in Ubereinstimmung mit den Ergeb- 
nissen anderer Autoren geschlossen, da} Glucoronsaure-lacton nur dann 
in sehr kleinem Umfang vom Saugetier in Glucuronide und Mucopoly- 
saccharide eingebaut werden kann, wenn ein erhéhter Bedarf bzw. ein 
Mangel an Glucurorsiure im Organismus besteht. 


36 G. J. Dutton u. I. D. E. Storey, Biochem. J. 53, XX XVII [1953]. 
37 Y, J. Topper u. M.M. Lipton, J. biol. Chemistry 208, 135 [1953]. 
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Uber therapeutisch wirksame Acetylenverbindungen 
II. Mitteil.: 
Uber optisch aktive Hypnotica der Athinyl-carbinolcarbamat-Reihe 
Von 
Willy Logemann, Piernicola Giraldi, Domenico Artini u. Jolanda Franceschini 
Aus dem Institut ,,Carlo Erba‘* per Ricerche Terapeutiche, Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juni 1954) 


In der I. Mitteilung! hatten wir Carbamate von sekundaren Athinyl- 
alkoholen folgender Konstitution beschrieben: 


R’-CH-C: CH R’ = Phenyl oder Isopropyl _ 
O-CO-N (Rg R” = Wasserstoff, Methyl oder Athyl 


Die pharmakologische Priifung? zeigte, daB diese Verbindungen 
wirksame Hypnotica sind, wenn R’’ durch Wasserstoff substituiert ist. 
Ist aber R” ein Alkylrest, dann tritt eine erregende Wirkung in den 
Vordergrund. Im Falle einer Substitution mit zwei Athylgruppen be- 
obachtet man bei Mausen das Straubsche Phinomen und tonisch 
klonische Konvulsionen!. 

Diese Verbindungen besitzen in ihrem Molekiil ein asymmetrisches 
Kohlenstoffatom, und es war zu erwarten, daB die optisch aktiven 
Antipoden eine unterschiedliche Aktivitét besitzen, wie man es auch 
bei anderen synthetischen Therapeuticis beobachtet, z. B. beim Amidon, 
wo der linksdrehende Antipode wirksamer ist als der rechtsdrehende, 
bei den synthetischen Ostrogenen, dem Hexoestrol und anderen. 

Bei einer groBen Gruppe von Hypnoticis, den Barbiturséurederivaten, hat 
man schon verschiedentlieh eine Aufspaltung in die Antipoden durchgefiihrt. 
Hsueh und Marvel® fanden bei der 5-Athyl-5-sek.-octyl-barbitursiure keine 
Unterschiede in der hypnotischen Aktivitat der Antipoden gegeniiber dem Racemat. 

Die Autoren deuten diese Befunde als einen Beweis fiir eine physikalische 
Wirkungsweise der Barbitursiurederivate. Aber dieser SchluB ist nicht zwingend, 
denn auch die Diffusionsgeschwindigkeit, ein physikalischer Vorgang, kann bei 


einem optisch aktiven Medium fiir optisch aktive Antipoden verschieden sein, wie 
Keeser* bei der Diffusion der Adrenalin-Antipoden in (—)-Gelatine-Gallerte 


zeigen konnte. 


1 W.Logemann, P.N.Giraldi, D.Artini u. J. Franceschini, Far- 
maco [Pavia] 8, 406 [1953]. 

2 J. Franceschini u. A. Meli, Arch. Int. Pharmacodynam. Thérap., im 
Druck. 

3 C. M. Hsueh u. C. S. Marvel, J. Amer. chem. Soc. 50, 855 [1928]. 

4 E. Keeser, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 129, 
236 [1928]. 
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Weiterhin beschaftigen sich Kleiderer und Shonle® mit diesem Problem. 
Sie fanden, daB bei den optischen Antipoden der 1-Methyl-5-n-butyl-5-athyl-bar- 
bitursiure und der 5-Athyl-5-[1-methyl-butyl]-barbitursaure nur geringe Unter- 
schiede bestehen. Der eine Antipode war etwas weniger wirksam als der andere, 
aber kein Antipode war aktiver als das Racemat. 

Um so iiberraschender war das Ergebnis, das wir bei der Auf- 
spaltung des Phenyl-athinyl-carbinol-carbamats, unserer bisher ak- 
tivsten Verbindung, feststellten. Es zeigte sich namlich, daB der rechts- 
drehende Antipode bedeutend wirksamer ist als das Racemat und der 
linksdrehende Antipode eine geringere Aktivitét aufweist. Auch die 
Toxizitét (vgl. Tab. 1) der einzelnen Verbindungen war verschieden. 


Tab. 1. Physikalische und pharmakologische Eigenschaften des Racemats und der 
beiden Antipoden. 








. : 20 Hypnot. Aktivitat Toxicitat 

ope | Celeamp. | [aIp | in mg/kg/Stde. in mg/kg 
Racemat 89— 90° — 155° 250 
(—)-Antipode 11g—119° | —11 175 315 
(+)-Antipode 118—119° +11 100 210 


Die Technik, die bei der Bestimmung der hypnotischen Aktivitaét angewandt 
wurde, ist dieselbe, wie sie von Meli und Franceschini beschrieben worden ist®. 
Die zu priifenden Substanzen wurden Mausen intraperitoneal gegeben. Die Dauer 
der hypnotischen Wirkung wurde an der Zeit gemessen, die zwischen dem Verlust 
und dem Wiederauftreten des Stellungsreflexes der auf den Riicken gelegten Tiere 
verstrich. Die Zeit ist annahernd eine Exponentialfunktion der angewandten 
Substanzmenge. 

Da sich die neue Verbindungsklasse in den geschilderten pharma- 
kologischen Eigenschaften von den Barbitursiurederivaten klar unter- 
scheidet, mu8 man fiir jene einen anderen Wirkungsmechanismus an- 
nehmen; nahere Einzelheiten dariiber kénnen wir bislang noch nicht 
angeben. 

Fir die Aufspaltung in die Antipoden benutzten wir die sauren 
Ester der 3-Nitro-phthalsiure. Ihre Cinchoninsalze lassen sich leicht 
kristallin erhalten und in die beiden Diasteromeren auftrennen. Auch 
die sauren Phthalsaureester lassen sich leicht herstellen, aber ihre Salze 
mit Alkaloiden kristallisierten nur manchmal! und blieben hauptsichlich 
bei gréBeren Ansatzen lig. 

Die Verseifung der optisch aktiven Nitro-phtalsiureester bereitete 
zunachst Schwierigkeiten, weil das Pheny]-ithinyl-carbinol mit Wasser- 
dimpfen nicht geniigend fliichtig ist und man so die iibliche Methode, 
Verseifen mit Alkali und Abdestillieren im Dampfstrome nicht an- 
wenden kann; auBerdem ist der ungesittigte Alkohol gegen Alkali, vor 
allem in der Warme unbestindig, er verfirbt sich rasch und verharzt. 
Wenn man aber in der Kalte arbeitet und die alkalische Lésung dis- 


5 E.C. Kleiderer u. H. A. Shonle, J. Amer. chem. Soc. 56, 1772 [1934]. 
6 A. Meli u. J. Franceschini, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 218, 427 [1953]. 
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kontinuierlich mehrfach mit Ather extrahiert, dann lassen sich die 
optisch aktiven Phenyl-dthinyl-carbinole, allerdings in schlechter Aus- 
beute, isolieren. 

. Besser bewihrte sich die Aufspaltung mit Lithiumaluminium- 
hydrid, eine Methode, die Doering und Zeiss’ bei gesattigten ter- 
tidren Estern anwandten. Auch in unserem Falle gelingt die Aufspaltung 
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mit bedeutend besserer Ausbeute als bei der ersten Methode, allerdings 
bilden sich auch hier héher siedende Anteile, wenn man nicht bestimmte 
Versuchsbedingungen einhalt (tiefe Temperatur usw.). 

Bei den obengenannten Verbindungen handelt es sich um Car- 
bamate sekundirer Alkohole. Fiir Vergleichszwecke ware es sehr inter- 
essant, Carbamate von primaren und tertidéren Alkoholen in Handen zu 
haben. 

Ein primarer Alkohol wurde durch Einwirkung von Acetylen auf 
Styroloxyd in fliissigem Ammoniak erhalten. Dabei kénnten sich 
theoretisch je nach der Anlagerung des Acetylens sowohl ein primarer 
als auch ein sekundarer Alkohol bilden: 


OM yOR-CH,On C,H,;-CH-CH,-C :CH 
C:CH bu 


7 W. v. E. Doering u. H.H. Zeiss, J. Amer. chem. Soc. 72, 147 [1950]. 
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Nach einem Patent® soll aber der primaire Alkohol entstehen. Wir 
konnten dies dadurch beweisen, das wir den Acetylenalkohol zum ge- 
sattigten Alkohol hydrierten und den p-Nitrobenzoesaureester darstellten. 
Dieser erwies sich durch die Mischschmelzpunktprobe als nicht identisch 
mit dem p-Nitro-benzoesiureester des 1-Phenyl-butanols-(1). In einem 
gewissen Widerspruche stehen diese Befunde zu den Beobachtungen 
von Haynes und Jones®, die Acetylen auf Propylenoxyd einwirken 
lieBen und den entstandenen Acetylenalkohol als sekundaren Alkohol 
formulierten. 

Das Carbamat des 2-Phenyl-butin-(3)-ols-(1) zeigt keine Wirkung 
im hypnotischen Aktivitaétstest. Das kann daher kommen, daB es sich 
hier um einen primaren Alkohol handelt, denn bei den gesiattigten 
Alkoholen beobachtet man auch einen starken Aktivitatsabfall von den 
tertidren tiber die sekundiren zu den primiren Alkoholen. Aber der 
Grund kann auch in dem Abstand der Athinyl-Gruppe zu der Oxy- 
Gruppe liegen, zwischen welchen eine CH,-Gruppe eingeschoben ist, 
im Gegensatz zu dem Phenyl-ithinyl-carbinol, bei dem die Athinyl- und 
die Oxy-Gruppe an demselben Kohlenstoffatom sitzen. Das ent- 
sprechende tertiire Carbamat konnten wir noch nicht untersuchen. 
Ausgehend vom Acetophenon, lieB sich zwar das tertiire Phenyl- 
aithinyl-methyl-carbinol gewinnen, aber es gelang mit den iiblichen 
Methoden nicht; diesen Alkohol in das Carbamat iiberzufiihren. 


Beschreibung der Versuche 


Racem. Phenyl-athinyl-carbinol-mono-3-nitrophthalat: 22lg 
racem. Phenyl-athinyl-carbinol’® wurden zusammen mit 323g 3-Nitro- 
phthalsiure-anhydrid und 132 g wasserfreiem Pyridin 1 Stde. auf dem Wasser- 
bade erhitzt; anschlieBend wurde in verd. Schwefelsiure gegossen und das ausge- 
fallene Ol mit Wasser neutral gewaschen. Der saure Ester wurde dann in 5-proz. 
Ammoniak aufgenommen, die ammoniakalische Lisung mit Ather gewaschen, 
angesduert und erneut mit Ather extrahiert. Die neutralgewaschene Ather. 
Schicht wurde getrocknet und der Ather abdestilliert. Das zuriickgebliebene Ol 
kristallisierte beim Anreiben mit Ather. Schmp. 159—160°; Ausb. 314 g. 

In der Mutterlauge blieb ein dliger Anteil, der nicht kristallisierte. 


C,7H,,0,N Ber. N 4,30 Gef. N 4,34 


Die Aufspaltung in die Antipoden mit Cinchonin: 214g racem. 
Nitrophthalsaureester und 193 g Cinchonin wurden in 1,51 Isopropylalkohol 
1 Stde. auf dem Wasserbade zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde das 
ausgefallene Salz abfiltriert und das Kristallisat wiederholt mit 50° warmem 
Athanol (insgesamt 600 ccm) und anschlieBend mit Ather gewaschen. Schmp. 
189—190°; Ausb. 183 g. 

C3gH330;N3 Ber. N 6,78 Gef. N 6.83 


Die Mutterlauge wurde mit den Waschwissern vereinigt und eingedampft. 
Das zweite Isomere blieb als Ol zuriick; es war nicht méglich, es zum Kristallisieren 
zu bringen. Ausb. 170 g. 


8 Thiiringische Zellwolle A. G. u. Zellwolle u. Kunstseide-Ring G. m. b. H., 
Belg. Pat. 448, 689; Chem. Abstr. 41, 6576 [1947]. 
® L. J. Haynes u. E.R. H. Jones, Nature [London], 155, 730 [1945]. 
10K. R. H. Jones u. J.T. McCombie, J. chem. Soc. [London], 733 [1942]. 
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183 g des krist. Diasteromeren wurde in einem Scheidetrichter mit 1 / 5-proz. 
Salzsaure geschiittelt und mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand hinterlieB 
beim Eindampfen ein Kristallisat vom Schmp. 159—160°; Ausb. 94 g. [x]p’: —22° 
(in Alkohol). 

In der gleichen Weise wurde das rechtsdrehende Isomere aus 183 g dligen 
Riickstandes gewonnen. Schmp. 159—160°; Ausb. 90 g. [«]iv : + 21° (in Alkohol). 

(+)-Phenyl-athinyl-carbinol: 5g(+)-Nitro-phthalat wurden in 
25 cem 10-proz. Natronlauge in der Kalte gelést, und in der Kalte 12 Stdn. diskon- 
tinuierlich mit Ather extrahiert, wobei der Ather mehrere Male erneuert wurde. 
Die ather. Extrakte wurden sofort mit Wasser neutralisiert. Der Riickstand destil- 
lierte unter etwa 17mm bei 114—115°. Ausb. 0,46 g. [«]j)’: + 13,5° (in Alkohol). 

(—)-Phenyl-athinyl-carbinol: 10g Lithiumaluminiumhydrid wur- 
den in 250 cem wasserfreiem Ather suspendiert und unter Kiihlung eine Sus- 
pension von 10g (—)-Nitro-phthalat in 400 ccm Ather hinzugegeben. Man 
riihrte 2 Stdn. unter Kiihlung und zersetzte dann das iiberschiissige Lithiumalu- 
miniumhydrid mit Wasser. Der Atherriickstand siedete wiederum bei 114—115°, 
17 mm. Ausb. 2,7 g. [«];): — 14,70° (in Alkohol). 

In analoger Weise wurde auch das (+-)-Nitrophthalat gespalten. 

(+)-Phenyl-athinyl-carbinol-carbamat: 4,58g (+)-Pheny]-athi- 
nyl-carbinol wurden in 45 ccm wasser- und alkoholfreiem Chloroform gelést 
und bei 0° mit 2,4 ccm Carbamidsaurechlorid und anschlieBend mit 4,94 ccm 
wasserfreiem Chinolin versetzt. Man riihrte noch 1 Stde. bei 0° und lieB iiber Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen. Die Chloroformschicht wurde neutral gewaschen 
und hinterlie3 beim Eindampfen das rohe Carbamat, das aus Benzol umkristal- 
lisiert wurde. Schmp. 118—119°. [«]j): +19 (Alkohol). 

(—)-Phenyl-athinyl-carbinol-carbamat: Das (—)-Phenyl-athinyl- 
carbinol wurde in analoger Weise in das Carbamat iibergefiihrt. Schmp. 118 bis 
119°, [x];: —1° (Alkohol). 

Racem. Phenyl-athinyl-carbinol-mono-phthalat: 64 g Phenyl- 
athinyl-carbinol wurden mit 72,3g Phthalsaureanhydrid und 38,4g 
Pyridin 1 Stde. auf dem Wasserbade erhitzt. Dann wurde wie beim 3-Nitro- 
phthalsaiureester verfahren. Nach Umkristallisieren aus Alkohol-Wasser Schmp. 
102—103°; Ausb. 100 g. 

C,,H,.0, Ber. C 72,85 H 4,31 Gef. C 72,75 H 4,63 

Die Salze dieses sauren Esters mit Cinchonin, Brucin und Strychnin kristal- 
lisierten nur gelegentlich bei kleineren Ansatzen, so daB keine Auftrennung még- 
lich war. 

2-Phenyl-butin-(3)-ol-(1): 500 cem fliissiges Ammoniak wurden mit 
Acetylen gesattigt und mit 8,4 g Natrium versetzt. Dann wurden 43,7 g Styrol- 
oxyd langsam hinzugegeben. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurde der Riickstand 
in 240 com wasserfreiem Methanol gelést und mit Chlorwasserstoff behandelt. Dann 
filtrierte man vom ausgefallten Natriumchlorid ab, schiittelte das Filtrat mit 
Natriumcarbonat, destillierte das Methanol ab und fraktionierte den Riickstand 
im Vakuum. Das Carbinol destillierte bei 120°/17 mm. 

2-Phenyl-butan-ol-(1): 20g 2-Phenyl-butin-(3)-ol-(1) wurden in 
200 cem Athanol gelést und mit einem Platinoxyd-Katalysator hydriert. Die 
Wasserstoffaufnahme verlief zunachst stiirmisch und verlangsamte sich dann. Es 
muBte des 6fteren Katalysator nachgegeben werden. Die theoretisch erforderliche 
Wasserstoffmenge war nach 72 Stdn. aufgenommen. Das Hydrierungsprodukt 
siedete unter etwa 17 mm bei 120—122°. 

p-Nitro-benzoesadureester des 2-Phenyl-butan-ols-(1): 1 g des vor- 
anstehenden Alkohols wurde mit 1,25g p-Nitrobenzoylchlorid in 10 ccm 
Benzol und 10 cem Pyridin 4% Stde. auf dem Wasserbade erhitzt. Schmp. 61—62° 
(nach Krist. aus Alkohol). 
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C,,H,,0,N Ber. N 4,7 Gef. N 5,0 

Dieser Ester gab eine deutliche Schmelzpunktdepression mit dem p-Nitro- 
benzoeséureester des 1-Phenyl-butan-ols-(1). Dieser Alkohol wurde nach der Me- 
thode von Conant und Blatt" aus Butyraldehyd und Phenylmagnesiumbromid 
hergestellt. 

2-Phenyl-butin-(3)-ol-(1)-carbamat: 21,5g 2-Phenyl-butin-(3)-ol- 
(1) wurden in 80 ccm wasserfreiem Ather gelést und unter Kiihlung mit 11 cem 
Carbamidsaurechlorid versetzt. Dann wurden 18 g wasserfreies Pyridin bei etwa 
0° tropfenweise hinzugegeben. Die weitere Verarbeitung erfolgte wie bei den an- 
deren Carbamaten. Das Reaktionsprodukt wurde im Vak. fraktioniert. Sdp.o,; 147°. 


C,,H,,0,N Ber. N 7,40; Gef. N 7,43 


Die Autoren danken Herrn L. Talamona fiir die Mitarbeit bei der Ausfiih- 
rung der Versuche. 


Zusammenfassung 


Die Darstellung der optischen Isomeren des Pheny]-athinyl-carbinol- 
carbamates wird beschrieben. Der (-++)-Antipode zeigt eine bedeutend 
groBere und der (—)-Antipode eine niedrigere hypnotische Aktivitat 
als das Racemat. Bei den Barbitursaurederivaten stellte man nach Be- 
funden der Literatur keine Aktivitatssteigerung der Antipoden gegen- 
iiber dem Racemat fest. Infolgedessen wird ein anders gearteter Wir- 
kungsmechanismus dieser neuen Klasse von Hypnoticis angenommen. 

Das racem.-Carbamat des 2-Pheny]-butin-(3)-ols-(1), eines primaren 
Alkohols, wies keine hypnotische Aktivitit auf. 


u J.B. Conant u. A. H. Blatt, J. Amer. chem. Soc., 50, 554 [1928]. 
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Zur Kenntnis der alimentaren Lebernekrose der Ratte 
Kurze Mitteilung 
Von 
Hermann Fink 
Aus dem Institut fiir Gairungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6in 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1954) 


Die unlangst von uns beobachtete ,,Bremswirkung‘‘, die Roggen 
und Weizen auf die Entstehung der alimentiaren Lebernekrose der Ratte 
austiben!, wenn man sie in relativ geringer Menge zu der nekrogenen 
Champignondiat? zusetzt, veranlaBte uns nun umgekehrt, in der bisher 
als 100-proz. vollwertig angenommenen ,,nekrosefreien“ MilcheiweiB- 
diaét (Magermilchpulver als HaupteiweiBquelle) auch einmal die Roggen- 
und Weizenzulage von 15% des Gesamtproteins wegzulassen. 

Dabei fanden wir, daB dann auch bei dieser MilcheiweiBdiat ein er- 
staunlich hoher Prozentsatz an Versuchstieren stirbt, wobei eindeutig ne- 
krotische Leberverinderungen die Todesursache sind. Wir zweifeln nicht 
daran, daB es sich um eine weitere Diit zur experimentellen Hervor- 
rufung der alimentéren Lebernekrose, diesmal auf der Basis des kom- 
pletten MilcheiweiBes in Form getrockneter entrahmter Milch handelt. 
Wir erinnern daran, daB schon vor langerer Zeit Didten mit nativem 
oder vorbehandeltem Casein von verschiedenen Autoren® als giinstig 
fiir die Erzeugung der alimentiren Lebernekrose erkannt worden sind. 
Um so bemerkenswerter ist unser Befund, daB dies auch mit dem kom- 
pletten Milcheiwei8 (Casein, Lactalbumin, Lactoglobulin usw.) bzw. 
mit der kompletten entrahmten Milchsubstanz gelingt, wobei die Zu- 
sammenstellung der gesamten Diat und auch das Nahrstoffverhaltnis* 
(1: 10) fiir die wachsende Ratte als sonst durchaus suffizient zu be- 
trachten sind. 

Ebenso deutliche wie iiberraschende Unterschiede bestehen jedoch 
gegeniiber unserer Champignondiaét. Die Tiere mit der MilcheiweiBdiat 
fressen und wachsen im Vergleich zu den Champignonratten viel starker 
und unterscheiden sich hierin nur wenig von den Geschwistertieren, 


1H. Fink, I.Schlie u. U. Ruge, diese Z. 294, 123 [1953]. 

2H. Fink u. I. Schlie, Naturwissenschaften 40, 491 [1953]; H. Fink, 
I. Schlie u. U. Ruge, diese Z. 298, 264 [1953]. 

3 K. Schwarz, diese Z. 281, 101 [1944]; A. Hock u. H. Fink, Z. Natur- 
forsch. 2b, 203 [1947] u. a. 

* Unsere fiir die Ratte durchaus ausgeglichene MilcheiweiB-Didt kann nicht 
verglichen werden mit den EiweiB-Hungerdiaiten auf Milchbasis mit Nahrstoff- 
verhaltnissen von 1 zu 24 und mehr, wie sie von friiheren Autoren in Verfolg ande- 
rer Problemstellungen angewandt worden sind. 
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welche die Roggen- und Weizenzulage zum Magermilchpulver in der 
Diat bekommen und bei denen wir nur sehr selten Todesfille als Folge 
der ernahrungsbedingten Lebernekrose beobachten konnten. 

Der Tod tritt meist durchschnittlich spater, vorwiegend im Zeitraum 
vom 30. bis 100. Versuchstag ein, nachdem die sehr rasch wachsenden 
Tiere schon ein oft erstaunlich hohes Gewicht von 90 g bis zu 200 g er- 
reicht hatten. 

Die Lebern der auch hier wieder ganz plotzlich verendeten Tiere, die 
Herr Professor Dr. Rievel, Bundesforschungsanstalt fiir Fleischwirt- 
schaft, Kulmbach, auf Grund seiner histologischen Befunde als eindeutig 
nekrotisch ansprach, sind entweder lehmgelb, wobei die natiirliche Leber- 
farbe fast ganz verschwunden ist und das ganze Organ gleichmabig 
von dem nekrotischen Zerfall erfaBt worden zu sein scheint, oder aber 
sie sind auf der Ober- und Unterseite aller Leberlappen auBerordentlich 
buntscheckig. Im Gegensatz zur Champignondiat iiberleben 6fters einige 
wenige Tiere die Versuchszeit von 120 Tagen, die waihrend dieser Zeit 
verendeten Tiere zeigen aber in noch viel ausgeprigterem MaBe die Er- 
scheinungen der Lebernekrose. 

Die Ergebnisse wurden in einer gréBeren Anzahl von Versuchsreihen mit 
rund 170 Tieren und vielen Lieferungen stets frischen Magermilchpulvers gewonnen. 
Etwa 80% starben eindeutig an Lebernekrose. 

Ein Vorteil ist es, daB man fiir physiologisch-chemische und physiolo- 
gisch-analytische Untersuchungen mit den krankhaft veranderten 
Lebern viel mehr Ausgangsmaterial erhilt als bei der Champignondiat. 

Die Ergebnisse zeigen auch wieder eindrucksvoll, daB die (mittlere) 
Wachstumskurve und die Mortalitaét durch alimentaire Lebernekrose 
keineswegs symbath‘* zu gehen brauchen. Die an alimentirer Leber- 
nekrose verendeten Tiere erreichen mit Champignondiat in den 20 bis 
35 Versuchstagen nur ein Gewicht von 30 bis 50 g, im Falle der Milch- 
eiweiBdiat dagegen von 90 bis 200 g. 


Wir priifen z. Zt. u. a. folgende Fragen: 


a 
S 
~— 


Kann bei Magermilchpulver, das ja allgemein bei Fiitterungsver- 
suchen neben dem Ei als eines der hochwertigsten und am haufig- 
sten angewandten EiweiBquellen beniitzt wird, durch den Trock- 
nungsproze8 ein antinekrogener Faktor (Cystin, Methionin, Toco- 
pherol, Faktor y* usw.) zerstért, das harmonische Mengenver- 
haltnis der Aminoséuren gestdért oder eine Noxe gebildet werden ? 
Jeder der drei Einfliisse wire also in unserer bisherigen Milch- 
eiweiB-Diat durch den relativ geringen Zusatz von Roggen und 
Weizen paralysiert worden. Diiaiten mit frischer Magermilch aus 
dem K6lner Milchhof und mit verschiedenartig getrockneter Mager- 
milch verschiedener Herkunft werden zur Zeit vergleichend unter- 


4H. Fink, Brauwissenschaft 1951, 202; 1952, 225 u. 30. 
* Von uns erstmals aufgefunden im Brauereitrub, in Bier (Bierhefe), Roggen 
und Weizen. 
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sucht. Vielleicht ergibt sich eine Méglichkeit zur feineren Beur- 
teilung verschiedener Milchtrocknungsverfahren. 

Wird durch diese MilcheiweiB-Diat, bei der Roggen und Weizen 
weggelassen bzw. durch entsprechende Mengen von Magermilch- 
pulver ersetzt wurden, die Zusammensetzung und der Stoffwechsel 
der Darmflora in ungiinstiger Weise beeinfluBt, derart, daB Gift- 
stoffe auf diese Weise entstehen und mit dem Blutstrom in die 
Leber gelangen ? 

Fehlit der Kuhmilch ein Faktor, der fiir die Ratte, besonders bei 
fortschreitendem Lebensalter, lebensnotwendig ist? (Verwandt- 
schaft zur Ziegenmilchanamie 2). 


=z 


io) 
~— 


Nachtrag b. d. Korrektur 


Unsere erste Arbeitshypothese nach diesen experimentellen Be- 
funden, daB jedes auch noch so ,,vollwertige‘‘ Eiwei8, wenn es unter 
den sonst durchaus natiirlichen Bedingungen unserer Versuche iiber 
lange Zeit ausschlieBlich bzw. einseitig an wachsende Ratten verfiittert 
wird, zur Lebernekrose fiihrt, trat wieder in den Hintergrund, als unsere 
eingehenden Versuche zeigten, daB EiereiweiB und auch das Eiwei8 ein- 
zelliger Algen (Scenedesmus obliquus) nicht die oben fiir unser Mager- 
milchpulver beschriebenen Erscheinungen ergaben. Jedenfalls nicht 
innerhalb der Zeit von 30—100 Tagen, mdglicherweise jedoch bei noch 
lingerer Fiitterungsdauer von tiber 120 Tagen! Der Unterschied wiirde 
also im Zeitpunkt der tédlichen Wirkung liegen. 

Auf unsere langjéhrigen Versuche am EiweiB von Hefen, Schim- 
melpilzen und anderen Mikroben, bei denen stets Roggen und Weizen 
zugesetzt wurden, werden wir demniachst nochmals zuriickkommen. 
Heute soll nur soviel gesagt werden, daB bei stark nekrogenen Hefen 
die ,,Bremswirkung‘‘ der Cerealien-Zusiatze nicht auszureichen scheint, 
wihrend dies bei anderen offenbar der Fall ist. Wieder andere wirken 
offenbar auch ohne Roggen und Weizen nicht nekrogen oder gar anti- 
nekrogen. Sulfitablaugenhefe (normale Waldhof-Trockenhefe*) in 
Diatzusammenstellungen ohne den bisherigen Zusatz von Roggen 
und Weizenschrot erwies sich héchst nekrogen: von 12 Tieren starben 
schon innerhalb 24 bis 31 Versuchstagen alle mit typischen, schon ohne 
Mikroskop wahrnehmbaren nekrotischen Lebern, nachdem sie Gewichte 
von nur 65 g bis 69 g erreicht hatten (mit 50 g kamen sie in den Versuch). 
Mit Roggen- und Weizenzulagen wurde dieses Geschehen auch hier 
wieder stark abgebremst. Immerhin gab es auch hier Todesfalle, ver- 
ursacht durch Leberschaden. 

Unsere Versuche sind ein neuer Hinweis, daB die schon seit langerer 
Zeit durchgefiihrte Verwendung von Magermilchpulver bzw. Mager- 


* Wir danken .Herrn Dr. Boeger von der Lehr- und Versuchsanstalt fiir 
Fiitterungsfragen, Wahn (Rhld.), fiir die Freundlichkeit der Beschaffung normaler 
handelsiiblicher Waldhoftrockenhefe bei der Fa. Helmut Becker, Diisseldorf- 
Hafen (Vertrieb). 
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milch zur Brotbereitung eine recht giinstige Eiwei®kombination 
darstellt. Zu der bisherigen wissenschaftlichen Fundierung dieser fiir die 
Volksernéhrung wichtigen EiweiBkombination kommen nun noch unsere 
Ergebnisse an der Ratte, daB Magermilchpulver allein in starkstem 
MaBe nekrogen wirken kann. Andererseits ist aber bekanntlich das 
BroteiweiB allein wegen seines Lysinmangels besonders fiir den wachsen- 
den Organismus nicht vollwertig. 


Noch ein weiterer Befund soll hier mitgeteilt werden: Die Kombinationen 
mit Magermilchpulver wirken appetitanregend, denn unter all unseren Ver- 
suchsgruppen (mit Ausnahne derjenigen mit der einzelligen Alge Scenedesmis 
obliquus), z. B. mit Eiklar, Champignon, Penicilliwm notatum als Haupteiwei8- 
queile stehen die MilcheiweiBtiere in der (taglich bestimmten) Nahrungsaufnahme 
an der Spitze, unbeschadet der Tatsache, daB sie, falls der Roggen- und Weizen- 
zusatz fehlt, nach einer gewissen Zeit und Erreichung eines relativ sehr hohen 
Gewichtes intolge Lebernekrose zusammenbrechen. Man miiBte priifen, ob auch 
Kinder Brot, das unter Zusatz von entrahmter Milch hergestellt wird, in gréBerer 
Menge konsumieren als gewéhnliches Brot. 

Bei unseren zum Teil schon veriffentlichten Ergebnissen mit den Proteinen 
von Penicillium notatum, Champignon und einzelligen Algen wurde, so wie bisher 
auch, zum Vergleich mit dem Milcheiwei8 das Gemisch der eiweiBhaltigen Kom- 
ponenten (77,0% EiweiB X, 7,5% WeizeneiweiB, 7,5°% RoggeneiweiB und 8,0°, 
BierhefeeiweiB, welch letzteres eigentlich nur als Vitaminlieferant zugesetzt wird) 
auf Aquivalenz des Roh-Proteins berechnet. 

Solange man, wie beim Vergleich der verschiedenen Hefen, Verdaulichkeiten 
hat, die um 90,0% liegen, ist der Einflu8 der anderen Zuschlage praktisch konstant. 
Bei SchimmelpilzeiweiB wie Biosyn, Aspergillus orycae und Penicillium notatum 
mit Verdaulichkeiten, die um 60,0% liegen, andert sich dies. Die Zuschlage Roggen, 
Weizen und Hefe werden, prozentual bezogen auf das verdauliche EiweiB, dann 
etwas gréBer. Der unverdauliche Rest von etwa 40,0% stellt einen schwer zu 
beurteilenden oder zu eliminierenden Faktor dar. 

Wir haben deshalb bei den oben genannten EiweiBtragern mit geringerer 
Verdaulichkeit auch noch Diadten untersucht, bei denen die Futtermischung auf 
Aequivalenz des verdaulichen EiweiBes ausgerechnet wurde. Die Unter- 
schiede sind z. B. beim AlgeneiweiB ganz unbedeutend. Es andert sich hierdurch 
nichts an unseren bisherigen Aussagen. 

rigens wurde bei der Berechnung des Nahrstoffverhaltnisse, wie in der 
Fiitterungspraxis iiblich, stets das verdauliche Eiwei8 eingesetzt. 

Wir kommen auf diesen Fragenkomplex nochmals zuriick, wenn wir in einer 
ausfiihrlicheren Veréffentlichung die Versuchsbeschreibung und die Kurven und 
Tabellen bringen kénnen. 
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Beobachtungen iiber die Messung der Aktivitat 
der Bernsteinséuredehydrase 
Von 
Nepomuk Zéllner und Elisabeth Rothemund 
Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Miinchen (Direktor: Prof. Dr. W. Seitz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mai 1954) 


Zur Bestimmung der Aktivitét der Bernsteinsiuredehydrase wird 
der vom Substrat abgespaltene Wasserstoff durch geeignete Ferment- 
systeme auf Acceptoren tibertragen; als solche kommen Sauerstoff!, 
Methylenblau! und neuerdings Triphenyltetrazoliumchlorid?* in Frage. 
Wird Sauerstoff als Acceptor verwendet, so wird sein Verbrauch mano- 
metrisch verfolgt. Die Ubertragung des Wasserstoffes kann dabei auf 
verschiedenen Wegen erfolgen, nimlich sowohi durch die Cytochrome, 
als auch durch Methylenblau; der letztere Weg wird durchlaufen, wenn 
die Cytochromoxydase durch Cyanid gehemmt wird. Methylenblau ist 
als Acceptor wegen der raschen Autoxydation seiner Leukoform nur 
unter anaeroben Bedingungen verwendbar; gewohnlich gilt hier die Zeit, 
die fiir die Entfairbung einer bestimmten Menge des Farbstoffes gebraucht 
wird, als reziprokes MaB fiir die enzymatische Aktivitat. Der bei der 
Hydrierung von Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) entstehende Farb- 
stoff Triphenylformazan (Formazan) dagegen, ist gegen atmospharischen 
Sauerstoff weitgehend stabil, auBerdem wasserunléslich. Deshalb wurde 
die ,,aerobe Formazanmethode“ der ,,anaeroben Methylenblaumethode“‘ 
(Thunberg-Technik) neuerdings vorgezogen. Sprinz und Wald- 
schmidt-Leitz haben angegeben, daB die Ubertragung von Wasser- 
stoff aus der Bernsteinsiure auf TTC von einem wasserléslichen, hitze- 
stabilen, dialysierbaren, in roh gereinigten DPN Praparaten enthaltenen 
Faktor, vermutlich DPN selbst, abhingig ist. Diese Beobachtung schien 
uns fiir die Messung der Aktivititen der Bernsteinsiuredehydrase in 
normalen und geschiadigten Lebern** von Bedeutung. Da unsere eigenen, 
meist mit der Warburg-Methode gewonnenen Ergebnisse mit denen von 
Sprinz und Waldschmidt-Leitz nicht iibereinstimmen®, haben wir 


1 S$.W.W. Umbreit, R. H. Burris u. J. F. Stauffer, Manometric Tech- 
niques and Tissue Metabolism; Burgess Publishing Co., Minneapolis 1949. 

2 ALR. Fahmy u. E. O.F. Walsh, Biochem. J. 51, 55 [1951/52]. 

3-H. Sprinz u. E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 298, 16 [1953]. 

4H. Sprinz u. E. Waldschmidt-Leitz, diese Z. 298, 229 [1953]. 

5 N. Zéllner u. H. Groebl, diese Z. 290, 177 [1952]. 

® Nach spater zu ver6ffentlichenden Versuchen. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 298 
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Versuche iiber die Wasserstoffiibertragung von Bernsteinsaure aut ver- 
schiedene Acceptoren unternommen. Diese Versuche sind der Gegenstand 
der vorliegenden Veréffentlichung. 


Methoden 


Verwendete Substrate: 

Bernsteinsaure, p.a., E. Merck, Darmstadt, 

d,l-apfelsaures Natrium, Dr. Theodor Schuchardt, Miinchen, 

Fumarsaure (techn.), Dr. Theodor Schuchardt, Miinchen, 

malonsaures Natrium, Dr. Theodor Schuchardt, Miinchen, 

Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC), Bayer, Leverkusen, Serobakteriologische 
Abteilung, 

Diphosphopyridinnucleotid (DPN), C.F. Boehringer & Séhne GmbH., 
Mannheim, 75-proz., falls nichts anderes angegeben, 

Cytochrom c Wyeth, Wyeth Incorporated, Philadelphia, Pa. 

Cytochrom c, Mack, Illertissen (sterile Lésung zur intravenésen Injektion). 

Die verwendete Alkoholdehydrase und Milchsiuredehydrase waren gereinigte 
Praparate der Firma Boehringer*. 

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Lebern weiBer Mause verwendet. 
Die in der Regel nicht niichternen Tiere wurden durch Schlag auf den Kopf getotet ; 
die Lebern wurden rasch entnommen, gewogen (600—1200 mg), mit 9 Vol.-Tin. 
Sérensen-Phosphatpuffer, pH 7,4, im Glashomogenisator nach Potter-Elvehjem 
homogenisiert und in Eis aufbewahrt. Zu Versuchen, bei denen verdiinntere Homo- 
genate verwendet wurden, erfolgte die Verdiinnung mittels des genannten Phosphat- 
gemisches. 

Die manometrische Bestimmung der Sauerstoffaufnahme wurde mit der iib- 
lichen Warburg-Technik durchgefiihrt. Zu Thunberg-Versuchen wurden leicht 
modifizierte, aber im Prinzip nicht geanderte GeféBe mit gréBerem Seitenarm 
verwendet. Diese GefaBe gestatten die Verwendung mehrerer Seitenarme iiber- 
einander. 

Die Bestimmung des Formazans erfolgte nach Sprinz und Waldschmidt- 
Leitz’. Diese Methode ist bei Anwendung tierischer Gewebe geeigneter als die 
von Fahmy und Walsh?. 


Ergebnisse 


1. Versuche zur Methodik 

Ausgangspunkt unserer Versuche war die Frage, ob die in unseren 
MeBsystemen angewandten Wasserstoffacceptoren sich gegenseitig be- 
einflussen. Unsere Versuche zeigen, dai die Anwesenheit von TTC die 
Sauerstoffaufnahme von Leberhomogenat mit Succinatzusatz verringert 
und daB die Anwesenheit von Sauerstoff die Formazanbildung in diesen 
Homogenaten ebenfalls stark herabsetzt (Tab. 1 und 2). 

Versuche mit Methylenblau werden weiter unten besprochen. Wird das Me- 
thylenblau-Cyanid-System zur Wasserstoffiibertragung auf den Sauerstoff ver- 
wendet, so erhalt man Sauerstoffaufnahmegeschwindigkeiten, die nur wenig kleiner 
sind als die bei Verwendung des Cytochromsystems. 

Die Versuche der Tab. 1 zeigen, daB zwischen den Cytochromen 
und den zum TTC hinfiihrenden Wasserstoffiibertragern eine gewisse 
Konkurrenz um den Wasserstoff der Bernsteinsiure besteht. AuBerdem 


* Herrn W. Christian sind wir fiir die Uberlassung von Milchsaure- 
dehydrase zu besonderem Dank verpflichtet. 











1954) 


ver- 
tand 
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Tab. 1. Einflu8 von TTC auf die Sauerstoffaufnahme von Leberhomogenaten 
mit Succinat. 
Ansatz: Hauptraum 0,025-m. Succinat, px 7,1; 0,008-m. Phosphat, pu 7,4; Cyto- 
chrom ec in angegebenen Mengen; 4x 10-4 m. CaCl,; 4x 10~*-m. AICl,; 25 mg 
Leber homogenisiert; Volumen 2,0 ccm. Einsatz: 0,2 ccm 10-proz. Kalilauge in 
Filtrierpapier. Temp. 37°, 5 Min. Aquilibration, Reaktionszeit 60 Min. ; 
Warburg-Technik. 





Gebildetes For- 











5 Sauerstoff- . 
Zusatze 3,| mazan (y)im 

aufnahme (mm*) ‘ii 
BewtO ck cI eS SR ae ty whee ee 200 — 
LOMNOUEHNG, FPL 55 Gln bnew oes 133 69,5 
0,2mg Cytochromc .........- 335 _ 
0,2 mg Cytochrom c und 10mg TTC .. 220 87,6 
0,4mg Cytochrom co ......55.. 330 _ 
0,4 mg Cytochrom c und 10mg TTC .. 280 84,2 
2mg Cytochromc ......-.-.-.- 330 — 
2mg Cytochrom c und 10mg TTC ... 286 85,2 


Tab. 2. Einflu8 von Sauerstoff auf die Formazanbildung von Leberhomogenaten 
mit Succinat. 
Ansatz: 0,025-m. Succinat, pH 7,1; 0,008-m. Phosphat, py 7,4; 4x 10~¢m. CaCl, 
und AICl,; 10mg TTC; 25mg Leber homogenisiert; Vol. 2,0 ccm. Inkubation 
20 Min. bei 37°. In den Thunberg-Versuchen mit Cyanid waren Cyanid und TTC 
in Substanz oder alkalischer Lésung im Kipper. 

















gebildetes For- R toff 
Versuchsbedingungen mazan (y) im eT 
ieee aufnahme (mm*) 
Warburg-Technik (0,2 cem Kalilauge im Ein- 
a biel Sie 502 I SS ir aE Sen 17,7 
enges Reagensglas, offen ........ 56,0 
Thunberg-Technik (anaerob). ...... 108,8 
Wetoure-lOemmix. . . 6 22 ss se 19,6 100 
Warburg-Technik mit m/1000-Cyanid. . . 35 7 
Thunberg-Technik ........... 152,2 
Thunberg-Technik mit m/1000-Cyanid. . . 162,2 


scheint TTC die Sauerstoffaufnahme durch das Cytochromsystem zu 
hemmen. Diese Hemmung kann durch Zusatz von Cytochrom weitgehend 
aufgehoben werden. 

Die Ergebnisse der Tab. 2 zeigen, daB die Anwesenheit von Sauer- 
stoff die Formazanbildung herabsetzt. Zusatz von Cyanid fiihrt zwar 
zu einer Steigerung der Formazanbildung, die jedoch nicht die im 
Thunberg-Versuch erreicht. Ein Vergleich der cyanidresistenten Sauer- 
stoffaufnahme mit der Mehrbildung von Formazan im Thunberg- 
Versuch zeigt, daB diese durch denSauerstoffentzug erklirt werden kann 
(Tab. 3). Wir schlieBen daraus, daB TTC und Sauerstoff um den Wasser- 
stoff hydrierter gelber Fermente konkurrieren. Dies ist in Ubereinstim- 


7* 
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Tab. 3. Aerobe und anaerobe Formazanbildung*. 
Ansatz: 0,025-m.Succinat, po 7,4; 0,008-m.Phosphat, py 7,4; 4x 10~4m.CaCl, 
und AICI],; 10 mg TTC; m/1000-Cyanid; 25 mg Leber homogenisiert. Vol. 2,0 ccm. 
Inkubation 30 Min. bei 37°. 











Formazanbildung | Sauerstoffaufnahme 
Versuchsbedingungen 
y “Mol mm? “Mol 

a) Warburg-Technik ea = — 13.7 0 

ohne Succinat iia 8 al nen 

satz) 

b) mit Succinat . ..... 2... 41,1 14,6 
oe ee ee 27,4 14,6 0,66 
d) Thunberg-Technik ohne Succinat . 74,5 
e) mit Succinat ....... 196,0 
ME gs ose. 5 es ... | 121,65 

(c= OF ay eee te eee 93,9 0,313 














* Mol.-Gew. von Formazan = 309; Reaktionsgleichg.: TTC-chlorid + 2H = Formazan + HCl. 


mung mit Kun’, der gezeigt hat, daB die Formazanbildung in Geweben 
durch Reaktion mit Flavoproteinen erfolgt. 

Da die zur Bildung von Formazan fiihrenden Reaktionen also sauer- 
stoffempfindlich sind, muB fiir die Messung der Geschwindigkeit der 
Bernsteinsiuredehydrierung mit TTC als Acceptor auch die Thunberg- 
Technik verwandt werden. Dadurch wird, obwoh] Formazan selber weit- 
gehend stabil gegen Sauerstoff ist (was auch wir bestatigen konnten), 
der angebliche Vorteil der ,,aeroben‘‘ Formazanmethode fiir die Messung 
der Aktivitaét der Bernsteinsiuredehydrase aufgehoben. 

Die Brauchbarkeit der Formazanbildung als MaB fiir die Aktivitat 
der Bernsteinsiuredehydrase wird weiterhin durch die GréBe der For- 
mazanbildung, die ohne Zusatz von Succinat erfolgt (endogene Formazan- 
bildung), eingeschrankt. Entgegen der Ansicht mancher Autoren*®, 
nach der diese Formazanbildung auf in den Organen vorhandenes Succi- 
nat zuriickzufiihren sei, sind wir der Meinung, daB es sich dabei um 
Formazanbildung aus anderen Wasserstoffdonatoren handelt. Dafiir 
sprechen folgende Griinde: Die endogene Formazanbildung ist durch 
Malonat nicht hemmbar (Tab. 4); Leber enthilt nach Feststellungen 
von Busch und Potter’, die wir bestitigen konnten, weniger als 0,2 mg 
Bernsteinsiure pro g; die Leeratmung im Warburg-Versuch, die die 
Anwesenheit von Bernsteinséure anzeigen miBte, kann bei den an- 
gewandten Verdiinnungen vernachlissigt werden (Tab. 5). Neumann 
und Koch?!® zogen auf Grund histochemischer Untersuchungen die 
gleiche SchluBfolgerung. AuBerdem zeigt Tab. 5, daB es nicht méglich 
ist, durch Hungern der Versuchstiere die endogene Formazanbildung 
wesentlich zu verringern. Unter aeroben Bedingungen ist die endogene 


7 E. Kun, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 195 [1952]. 

8 E. Kunu. L. G. Abood, Science [New York] 109, 144 [1949]. 

®* H. Busch u. V. R. Potter, J. biol. Che smistry 198, 71 [1952]. 

10 K. Neumann u. G. Koch, diese Z. 295, 35 [1953]; dort mehr Literatur. 

















tur. 
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Tab. 4. EinfluB von Malonat auf die Formazanbildung in Leberhomogenat mit 
und ohne Succinat. 
Ansatz: 0,006-m. Phosphat, pu 7,4; 4x 10-4-m.CaCl, und AIC],; 10 mg TTC; 25 mg 
Leber, homogenisiert; Gesamtvolumen 2,5 ccm; 30 Min. Inkubation, 37°. 
Thunberg-Technik. 











Gebildetes For- 
Zusaitze mazan (y) im 
Ansatz 
ONS Ce 82,2 
0,2-m.Malonat ........ 85,6 
0,02-m. Succinat ....... 140,8 
Succinat und Malonat. ... . 88,7 


Tab. 5. EinfluB organeigener Wasserstoffdonatoren auf die Messung der Aktivitat 
der Bernsteinsiuredehydrase. 


Ansatz: Hauptraum 0,025-m. Succinat, pp 7,1; 0,008-m. Phosphat, py 7,4; 4x 10-4m. 
CaCl,, 4X 10-4m.AICl,; Lebermengen wie angegeben; Volumen 2,0 ccm. Fiir die 
Warburg-Versuche Zusatz von 0,4 mg Cytochrom c; 0,2 ccm 10-proz. Kalilauge 
in Filtrierpapier im Einsatz; 5 Min. Aquilibration. 30 Min. Reaktion bei 37°. 





























Zur Messung verwendete Technik Umsatz b—a 
a 
a) Warburg ohne Succinat .......... —8 cmm O, 
b) Warburg mit Succinat (25mg Leber) .. . . —256 cmm O, 31 
a) Formazanbildung ohne Succinat. . .... . 93,5 y 
b) Formazanbildung mit Succinat (25 mg Leber 
Thunberg-Technik) ............ 169,2 y 0,81 
a) Formazanbildung ohne Succinat. ..... . 3,5 y 
b) Formazanbildung mit Succinat (1 mg Leber 
pe CCl ae 5,05 y 0,44 
a) Formazanbildung ohne Succinat. ...... 4,7 y 
b) Formazanbildung mit Succinat (25 mg Leber 
Warburg-Technik) ............ 35,2 y 6,5 
Formazanbildung ohne Succinat, niichternes Tier 
(Thunberg-Technik) 
re ee 79 y 
CS a ee 3,1 y 


Formazanbildung kleiner als unter anaeroben. Das Verhaltnis der 
aeroben Formazanbildung aus Succinat zur endogenen ist groBer als bei 
Verwendung der Thunberg-Technik. 

Wie bereits Potter und Elvehjem™ festgestellt haben, ist die 
Sauerstoffaufnahme bernsteinsiuredehydrierender Systeme aus Herz 
oder Niere der Menge des eingesetzten Gewebes proportional. In der Leber 


VY. R. Potter u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 114, 495 [1936]. 
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herrschen die gleichen Verhaltnisse!, vorausgesetzt, daB geniigend Cyto- 
chrom ¢ zugesetzt wird. Wird der Umsatz dagegen mit Formazan be- 
stimmt, so bleibt die Proportionalitit nicht erhalten* bzw. die in der 
Darstellung der Abb. 1 als MaB verwendete spezif. Aktivitét des Ge- 
webes nicht konstant. Wir stellten fest, daB dies nicht durch einen 
Abfall der endogenen Formazanbildung bedingt ist; vielmehr fallt dic 
endogene Formazanbildung mit zunehmender Verdiinnung ebenso stark 
wie die aus Succinat ab. 


2. Versuche zur Wasserstoffiibertragung 


Die Ergebnisse der Versuche aus Abb. | zeigen, daB die Formazan- 
bildung bei Verwendung von Bernsteinsiure als Substrat der eingesetz- 
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Abb. 1. Abhangigkeit der Bernsteinsiuredehydrierung von der Homogenat- 
konzentration. 


Ansatze: 0,025-m.Succinat, pH 7,1; 0,008-m.Phosphat, pH 7,4; 4x 10-4-m. AICI, 
und CaCl,; Vol. 2,0 ccm. 


Zusatzlich fiir Versuch I und II: Im Einsatz 0,2 com 10-proz. Kalilauge in 
Filtrierpapier. Fiir Versuch II: 0,2 mg Cytochrom ¢; fiir Versuch III: 10 mg TTC; 
Inkubation bei 37°. 


Abszisse: Eingesetzte Gewebsmenge in mg (Leber). 


Ordinate: Umsatz pro Gewichtseinheit Gewebe (cmm O, pro 10 mg Gewebe 
[feucht] und Stunde oder Formazanbildung in willkiirlichen Einheiten pro mg 
Gewebe). 


Kurve I = Warburg-Technik ohne Cytochrom c, Kurve II.-= Warburg- 
Techvik mit Cytochrom c, Kurve III = Formazanbildung (Thunberg-Technik). 


ten Lebermenge nicht proportional ist. Sprinz und Waldschmidt- 
Leitz‘ haben gezeigt, daB in verdiinnten oder dialysierten Homogenaten 
die Formazanbildung durch Kochsaft oder Diphosphopyridinnucleotid 
(DPN) gesteigert werden kann. Wir haben ihre Versuche mit reinerem 
DPN wiederholt und bestitigt. Durch Verwendung eines reinsten 
Praparates konnten wir zeigen, daB die Erh6hung der Formazanbildung 

122, W.W. Ackermann u. V. R. Potter, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 1 
11949]. 
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Tab. 6. Aktivierung des Bernsteinsiuredehydrase-TTC-Systems durch Leber- 


Ansatz: 0,008-m.Phosphat, po 7,4; 4x 10-4-m.CaCl, und AICI,; 10mg TTC; 
2,5 mg Leber homogenisiert; Vol. 2,0 com. Inkubation bei 37°. Thunberg-Technik. 




















Formazanbil- 
Zusitze dung (y) pro 
Ansatz 
RUG Stee? 8 sie Sg 6 Sb) 5. Siva, og uy eS 11,8 
re I, ks 5, as ts ow 15,9 
2mg DPN aus 75-proz. reinem Praparat. . . 26 
2mg DPN aus 100-proz. reinem Praparat 26 
Succinat und DPN aus 75-proz. reinem Praparat 48,6 
Succinat und DPN aus 100-proz. reinem Praparat 46 
OOD BACKING 6 kk ee 15,4 
Succinat und 2mg DPN .......... 32,2 
0,5 ccm Kochsaft aus 1:5 Homogenat aus Ratten- 
a eh ap eae ee Bs cs aw ei 61,7 
ON B URGED 5 os ew 14,1 
Succinat und 2mg DPN .......... 31,3 
Succinat und 2mg DPN und Gelatine. . . 63,0 
MERRIE ss 85. 32) te SP Grn Re deat Gwe 21,2 


Tab. 7. Formazanbildung aus Malat und Fumarat bei Zusatz von DPN. 
Ansatz: Substrat 0,025-m., pH 7,2; 0,05-m. Phosphat, pp 7,4; 4x 10~4-m. CaCl,; 
4x 10-!-m. AIC],; 25 mg Leber homogenisiert; 10mg TTC; Volumen 2,0 ccm. 

30 Min. Inkubation bei 37°, Thunberg-Technik. 











Formazan- 
Substrat bildung (y) pro 

Ansatz 
ne oP Wie Ge tee 84 
RARDIN SG) es) 190 
GS eres ee 2 DN 234 
Succinat und DPN....... 338 
MS OIioe ss) os a kG 84,5 
Malat und DPN ........ 455 
ee ee ae er 67,3 
Fumarat und DPN. ...... 460 


tatsichlich durch DPN erfolgt (Tab. 6). Die starkere Aktivierung durch 
Kochsaft ist u. a. auf einen Oberflacheneffekt zuriickzufiihren, da auch 
Zusatz von Gelatine z. B. die DPN-Aktivierung verstirkt. Werden an 
Stelle von Succinat Malat oder Fumarat als Substrate verwendet, so ist 
die Steigerung der Formazanbildung durch DPN erheblich gréBer als 
bei Verwendung von Succinat (Tab. 7). Deswegen handelt es sich bei der 
DPN-Aktivierung der Formazanbildung aus Succinat nicht um eine 
Aktivierung der Bernsteinsiuredehydrase, sondern um eine Aktivierung 
von Reaktionen aus dem Citronensaéurecyclus. 
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Bei der Cytochromkette und den Fermenten, die den Wasserstoff 
auf TTC iibertragen (TTC-System), handelt es sich um zwei voneinander 
verschiedene Systeme, von denen die Cytochromkette unter aeroben 
Bedingungen weitgehend bevorzugt wird. Es war deshalb von Interesse, 
das Verhalten des TTC-Systems zu den Fermenten, die den Wasser- 
stoff der Bernsteinsiure auf Methylenblau iibertragen (Mb-System) zu 
priifen. Das Mb-System ist ja bekanntlich durch seine Unempfindlichkeit 
gegen Cyanid von der Cytochromkette eindeutig unterschieden; auch das 
TTC-System ist gegen m/1000-Cyanid unempfindlich (Tab. 2). Wir 
stellten fest, dag Mb oder TTC nur eine geringe Hemmung auf die 
Sauerstoffaufnahme bernsteinsiuredehydrierender Ansatze ausiiben, 
wihrend beide gemeinsam stark hemmen. Dabei ist, in Abwesenheit von 
Cytochrom c, die Summe der beiden Einzelhemmungen wesentlich 
kleiner als die gemeinsame Hemmung. Wir haben deshalb die Formazan- 
bildung in Ansétzen mit und ohne Methylenblau verglichen (Tab. 8). 


Tab. 8. EinfluB von Methylenblau auf die Formazanbildung. 
Ansatz: 0,008-m.Phosphat, pH 7,4; 4x 10~4-m.CaCl, und AICl,; 10mg TTC; 
25 mg Leber homogenisiert; Vol. 1,8 ccm; Inkubation bei 37°; 30 Min. 
Thunberg-Technik. 











Formazan- 
Zusatze bildung (y) im 
Ansatz 
rnb ee EEO gs sae? gin 84,7 
126me Mb 0-5. ce 59,7 
0,025-m.Succinat . . ...... 171,0 
Mb und Succinat ....... 403,0 


Zur Bestimmung des in Anwesenheit von Mb gebildeten Formazans muBte 
vor dessen Extraktion mit Aceton die Saurefaillung wiederholt mit Wasser oder 
verd. Salzsiure ausgewaschen werden bis die Waschfliissigkeit farblos blieb. Auf 
diese Weise konnte der gréBte Teil des wasserléslichen Mb vom wasserunléslichen 
Formazan getrennt werden. Ein am Gewebe festhaftender minimaler Rest von 
Mb konnte nach dieser Vorbehandlung auch durch Aceton nicht mehr extrahiert 
werden, stérte also die photometrische Messung der Formazanbildung nicht. 

Die Ergebnisse zeigen, daB Mb nur die Formazanbildung aus der 
Bernsteinsaéure, nicht aber die endogene, aktiviert. Um festzustellen, 
ob die zusitzliche Formazanbildung auf dem Weg iiber das Leuko- 
methylenblau zustandekommt, haben wir Methylenblau mit Hilfe von 
Leberhomogenat und Succinat im Vakuum hydriert und nach einer ge- 
geigneten Hydrierungsdauer die Reaktion durch Zukippen von Saure 
unterbrochen. Zukippen von TTC und einer aquivalenten Menge Natron- 
lauge fiihrt zu schneller Umsetzung des Leukomethylenblaus und Bildung 
von Formazan (Tab. 9). 


Eine Spontanreaktion des TTC mit DPNH, erfolgt dagegen nicht 
(Tab. 10). 
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Tab. 9. Ubertragung des Wasserstoffes von Leukomethylenblau auf TTC. 
Ansatz: Im HauptgefaiB 0,025-m. Succinat, px 7,1; 0,1-m.Phosphatpuffer, px 7,4; 
4x 1074-m.CaCl,; 4x 10-4-m. AICI,; 1,25 mg Methylenblau; 50 mg Leber homo- 
genisiert; Vol. 2,0cem. Im ersten Kipper 1,0 cem 5-n. HCl; im zweiten Kipper 
1,0 com 5-n. NaOH. 10 mg TTC bei Versuch a im Alkalikipper. Inkubation bei 37°. 
Nach Beendigung der Inkubation Zugabe aus Kipper 1, nach weiteren zwei Min. 
Neutralisation und Formazanbildung. Bei Versuch b Alkali in Kipper 1, TTC 

und Saure in Kipper 2. Thunberg-Technik. 





Formazan- 
bildung (y) 











eS a a an 222 
Versuch a ohne Homogenat . . . 17,7 
ee a? a 90,8 
Versuch b ohne Homogenat .. . 0 


* Der in alkalischer Lésung spontan auftretende purpurfarbene Niederschlag léste sich 
bei Neutrallsation farblos wieder auf, 
Tab. 10. Ubertragung von Wasserstoff von DPNH, auf TTC. 


Ansatz: 0,02-m. Athylalkohol ; 2mg DPN; 0,1 ccm Alkoholdehydrase Boehringer, 
1:10 verdiinnt; 10 mg TTC; Gesamtvolumen 2,25 ccm; Inkubationszeit 30 Min. 37°. 











Formazan- 
Zusitze bildung (y) pro 
Ansatz 
Baie) Beh select ee ee 3 0 
Herzhomogenat, entspr. 25 mg 
Frischgewicht (korr. fiir endogene 
Formazapbildung) ....... 101,2 


3. Versuche zur Pyruvathemmung 


Sprinz und Waldschmidt-Leitz* haben die interessante Fest- 
stellung gemacht, daB die Formazanbildung aus Succinat in der Leber 
durch Pyruvat gehemmt wird. Auch die Sauerstoffaufnahme succinat- 
dehydrierender Leberansaétze wird durch Pyruvat erniedrigt (Tab. 11), 


Tab. 11. EinfluB von DPN und Pyruvat auf die Sauerstoffaufnahme von Leber. 

Ansatz: 0,025-m.Succinat, py 7,1; 0,008-m.Phosphat, pH 7,4; 4x 10-4-m.CaCl, 

und AICl,:; 25 mg Leber homogenisiert; Vol. 2,0 com; Inkubation bei 37°. Warburg- 
Technik (0,2 cem Kalilauge im Einsatz). 























Sauerstoff- Sauerstoff- 
Zusatze aufnahme in Zusatze aufnahme in 
9 Min. (mm) 9 Min. (mm?) 
BTA Sh tsa! Gs : 29 Lo inne ee eee 49 
0,02-m. Pyruvat. . . . 23 Pyruvat, Milchsaurede- 
0,02-m. Pyruvat und hydrase und 2mgDPN 22 
Milchsaéuredehydrase . 21 DPN allen ..... 18 


und das gleiche gilt fiir Herzmuskelhomogenat (Tab. 12). Weitere Ver- 
suche mit Herzmuskel zeigten, daB die Pyruvathemmung verschwindet, 
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Tab. 12. Hemmung der Sauerstoffaufnahme durch Pyruvat. 
Ansatz: Hauptraum 0,025-m. Succinat, pq 7,1;0,008-m. Phosphat, py 7,4;4x 10-4m. 
CaCl, und AICl,; Cytochrom wie angegeben; Schweineherzhomogenat entspr. 
25 mg frisches Herz; Vol. 2,0 com; Einsatz 0,2 ccm. 10-proz. Kalilauge in Filtrier- 
papier; 5 Min. Aquilibration; Temp. 37°. Warburg-Technik. 














Sauerstoffauf- 
Zusatze nahme in 9 Min, 
(mm?) 
Frisches Herz, keine Zusaitze .......... Miah 21 
mit 0,02-m.Na-Pyruvat ......... 11 
Ausgewaschenes Herz, 0,4mg Cytochrome ....... 30 
Cytochrom c und Pyruvat ........ 31 
Cytochrom c, Pyruvat und Milchsiurede- 
LS Se Se Se ea tori er ae 15 
Cytochrom c, Pyruvat und 2mg DPN... 18 
Cytochrom e, Pyruvat, Milchsauredehydrase 
SU PEG hee se, we, ee 4 


wenn das Gewebe sorgfaltig ausgewaschen wird. Die Hemmung tritt 
aber nach Zusatz von Milchséuredehydrase wieder ein. In Organhomo- 
genaten hemmt also das Milchséuredehydrase-Pyruvat-System die Bern- 
steinsiuredehydrierung. Auch DPN ist bekanntlich in der Lage, die Bern- 
steinséuredehydrierung zu hemmen. Dazu konnten wir beobachten, daB 
die DPN-Hemmung durch Zusatz des Milchsiuredehydrase-Pyruvat- 
Systems verstirkt wird. Die DPN-Hemmung hingt dabei vom Ver- 
hiltnis Pyruvat/Lactat ab und kann durch Zusatz eines Lactat-Uber- 
schusses weitgehend aufgehoben werden (Tab. 13). Das gleiche gilt 


Tab. 13. Abhangigkeit der DPN-Hemmung vom Verhiltnis Pyruvat-Lactat. 
Ansatz: 0,025-m.Succinat, po 7,1; 0,05-m.Phosphat, po 7,4; 4x 10~4-m.CaCl, 
und AICl,;; 0,4mg Cytochrom c; 0,4 mg DPN; 0,016-m. Pyruvat ‘oder Acetaldehyd ; 
Lactat oder Athy lalkohol in der in der Tabelle angegebenen Proportion; Milch- 
siuredehydrase oder Alkoholdehydrase; 25 mg ausgewaschenes Rattenherz homo- 
genisiert; Vol. 2,35 ccm; Temp. 37°. Warburg-Technik 
(0,2 cem Kalilauge im Einsatz). 











Pyruvat Acetaldehyd ‘ m v/v 
Lactat Athylalkohcl ‘ : wit 
—_ 41 
1:0 6 6,8 
el 15 2,7 
1:10 24 1,7 
1:100 34 1,2 
0:1 36 1,1 
: ‘ | 

1:1 18 2,9 

1:10 39 | 14 

1:100 49 1,1 

0:1 52 1,0 











» als mm* Sauerstoffaufnahme in 9 Min, 
v Ohne Zusatz von DPN und Dehydrasensystem. 
vj mit Zusatz von DPN und Dehydrasensystem, 
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fir den Zusatz des Alkoholdehydrase-Acetaldehyd-Athylalkohol-Sy- 
stems. 

Die Ubertragung von Wasserstoff der Bernsteinsiiure auf Pyruvat 
kommt als Erklirung der Verringerung der Sauerstoffaufnahme nicht 
in Frage, da sie thermodynamisch unwahrscheinlich ist, auBerdem bei 
der Reaktion keine wesentlichen Mengen Milchsaiure entstanden (ge- 
messen nach Umbreit et. al.1). Dagegen ist die DPN-Hemmung ver- 
mutlich durch die Bildung von Oxalacetat aus Malat zu erklaren, denn 


Lactat DPN. Malat 
Pyruvat DPN, Oxalacetat 
Abb. 2. 


Oxalacetat hemmt die Bernsteinsduredehydrase!*. Die Bildung von 
Oxalacetat hingt vom Gleichgewicht DPN/DPNH, ab. Dieses Gleich- 
gewicht war in unseren Versuchen durch das Verhaltnis Pyruvat/Lactat 
bzw. Acetaldehyd/Alkohol gegeben, die im Uberschu8 zugesetzt waren. 
Damit war aber auch die Oxalacetatbildung vom Verhialtnis Pyruvat/ 
Lactat abhingig. Abb. 2 gibt dies schematisch wieder. 


Diskussion 


Die enzymatische Reduktion des Triphenyltetrazoliumchlorids 
(TTC) zu Formazan wurde in letzter Zeit haufig zur Messung der De- 
hydrasen im allgemeinen und der Succinodehydrase im besonderen ver- 
wendet. Im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit teilen wir Versuche 
mit, aus denen geschlossen werden kann, daB die enzymatische Uber- 
tragung des Wasserstoffes auf TTC eine sehr langsame Reaktion darstellt. 
(Der Sauerstoffaufnahme des Ansatzes von Tab. 5 miiBte eine Formazan- 
“ x 0,300 = 6,86 mg entsprechen. Die tatsichliche 
Formazanbildung unter Thunberg-Verhialtnissen betraigt 0,169 mg.) 
Andere Wasserstoffacceptoren kénnen auBerdem mit TTC konkurrieren. 
Wird ein Wasserstoffacceptor, der einerseits mit Succinodehydrase 
reagiert, andererseits seinen Wasserstoff spontan an TTC weitergibt, 
zugesetzt (Methylenblau), so wird durch die Umgehung der geschwindig- 
keitsbeschrinkenden fermentativen Ubertragungsreaktion die Forma- 
zanbildung stark erhdht. 

Die Brauchbarkeit der Formazanmethode zur Bestimmung der 
Aktivitaét der Bernsteinsiuredehydrase wird nach unserer Ansicht durch 


bildung von 





13 N. B. Das, Biochem. J. 31, 1124 [1937]. 

















N. Z6llner und E. Rothemund, Bd. 298 (1954) 


108 





die groBe Substratunspezifitaét, die sich zunichst in der relativ hohen 
endogenen Formazanbildung auBert, und durch die Abhangigkeit von 
anaeroben Versuchsverhaltnissen eingeschrankt. Abb. 3 gibt die in Tab. 8 
belegten Verhaltnisse schematisch wieder. Ob die Ubertragung des 
Wasserstoffs auf TTC durch ein geschwindigkeitsbeschrinkendes Fer- 
ment oder eine langsame Reaktion des TTC mit der Bernsteinsaure- 
dehydrase selber geschieht, konnten wir nicht feststellen. Wir beobachte- 
ten aber in orientierenden Versuchen, daf} unter Bedingungen, bei denen 
das Verhaltnis der Aktivitéten von Bernsteinsiureoxydase und Bern- 
steinsiuredehydrase verschoben wurde (Verainderung der Phosphat- 
konzentration, Alterung) das Verhaltnis der Geschwindigkeiten der 


MbH, 
eines a TTC 
ernstein - 
shure s Mb 

Ubertrager- 
ferment _ 
Formazan 
Fumarsaure Red 
TIC 
Abb. 3. 


Reaktionen mit Methylenblau oder TTC konstant blieb. In konzen- 
trierten Homogenaten sowie fiir die enzymatische Histochemie, den 
wesentlichsten Anwendungsbereich der Formazanmethode, ist auBer- 
dem von Bedeutung, daB TTC auch aus weiteren Reaktionen des 
Citronensaurecyclus Wasserstoff aufnehmen kann. 

Die Ergebnisse unserer Versuche tiber die DPN-Hemmung der Bern- 
steinsiuredehydrase bestiatigen lediglich das auf Grund der Versuche 
von Das}8 und Keilin und Hartree! zu erwartende. 

Der Befund erscheint uns auch mitteilenswert, da er einen engen 
Zusammenhang zwischen den Endprodukten der Glykolyse und dem 
Citronensaurecyclus zeigt. Bernsteinsiiuredehydrase liegt in den Geweben 
gewohnlich im Uberschu8 tiber den augenblicklichen Bedarf vor. Dies 
ist méglicherweise dadurch bedingt, dai das Ferment durch Oxalessig- 
siure stark gehemmt wird. In diesem Sinne wiirde die Bildung von Milch- 
sure das Verhaltnis Malat/Oxalacetat zugunsten des ersteren verschieben 
und eine teilweise Enthemmung der Bernsteinsiuredehydrase und damit 
vielleicht des Citronensaiurecyclus herbeifiihren. 


Herrn Prof. Dr. F. Lynen sind wir fiir wertvolle Ratschlige zu Dank ver- 
pflichtet. 


it —, Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 129, 277 
(1940). 
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Zusammenfassung 


1. Die Reduktion von Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zu For- 
mazan bei der Dehydrierung von Bernsteinsaiure in Leberhomogenaten 
geschieht bei Anwesenheit von Luft wesentlich langsamer als bei Luft- 
abschluB. Die auch bei LuftabschluB mit TTC noch sehr langsame Bern- 
steinsiuredehydrierung kann weiter beschleunigt werden durch Zugabe 
von Methylenblau, dessen Leukoform in einer nichtenzymatischen 
Reaktion ihren Wasserstoff auf TTC iibertragt. 

2. Eine Abhangigkeit der Bernsteinsiiuredehydrase von Diphospho- 
pyridinnucleotid (DPN) besteht nicht, vielmehr tragen weitere DPN- 
abhingige Reaktionen des Citronensdurecyclus zur Formazanbildung bei. 
Die Messung der Formazanbildung kann deshalb nur bedingt zur Be- 
stimmung der Aktivitat der Bernsteinsiuredehydrase verwendet werden. 

3. Die Dehydrierung von Succinat in Homogenaten ist vom Ver- 
hiltnis DPNH,/DPN abhangig. Die Bildung bzw. Entfernung von 
Oxalacetat ist vermutlich die Ursache dafir. 
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Zur quantitativen Bestimmung von Inosit in Phosphatiden 
Von 
P. Bohm und G. Richarz 
Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Bonn (Direktor: Professor Dr. P. Martini) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1954) 


Arbeiten iiber die Kephalin-Fraktionen stellten uns vor die Aufgabe, 
Inosit in Phosphatiden quantitativ zu bestimmen. Eine relativ einfache 
chemische Methode sei im folgenden mitgeteilt. Ihr Prinzip besteht in 
der Hydrolyse kleinster Mengen Phosphatid im EinschluBréhrchen, der 
papierchromatographischen Isolierung des Inosits aus dem Hydrolysat 
und seiner Analyse durch oxydative Spaltung mittels Perjodsaure bei 
50°. Die mit dieser Anordnung verbundenen Vorteile gegeniiber den be- 
kannten Verfahren mégen aus einem Uberblick iiber die Literatur der 
Inositbestimmungen hervorgehen, die sich in chemische und mikro- 
biologische Methoden einteilen lassen. 


1. Chemische Methoden. Allen chemischen Methoden geht eine weit- 
gehende Isolierung des Inosits voraus. Diese beginnt mit der Abspaltung des ge- 
bundenen* Inosits, die allgemein durch Hydrolyse des Organextraktes mittels 
Salzsdure erreicht wird. Auf die unterschiedliche Durchfiihrung der Hydrolyse 
beziiglich der Zeit und der Saéurekonzentration wird im Versuchsteil eingegangen. 
GroBe Schwierigkeiten bereitete stets die Trennung des Inosits von den anderen 
Hydrolyseprodukten. Obwohl seine Fallung durch Adsorption an Schwermetall- 
hydroxyde keineswegs spezifisch ist®, bildete diese von Marmé® am Bleihydroxyd 
entdeckte Eigenschaft der Cyclosen iiber ein halbes Jahrhundert lang die Grund- 
lage aller Bestimmungsmethoden fiir Inosit?+®:1) 9°, 

Eine groBe Fehlerquelle war hierbei wie auch bei der Fallung des Inosits durch 
Baryt aus alkcholischer Liésung!® die Anwesenheit von Zuckern, die von anderen 
Autoren durch Vergiren mit Backerhefe®:?:1! oder Kochen mit Magnesiumoxyd! 
beseitigt wurden. Der weiteren Reinigung durchF allen mit Quecksilber(II)-sulfat}® 1° 
ist zweifellos eine der Hefegirung angeschlossene Behandlung des Analysenan- 
satzes mit Ionenaustauschern vorzuziehen!. Allerdings gelingt durch keins der 





* Uber die Isolierung des freien Inosits siehe 1. ¢.1~4. 

1 G. Momose, Biochem. J. 10, 120 [1916]. 

2 L. Young, Biochem. J. 28, 1435 [1934]. 

3 L. B. Winter, Biochem. J. 28, 6 [1934]. 

4 R. A. Gregory, Biochem. J. 29, 2798 [1935]. 

5 P. Fleury u. J. Courtois, J. Pharmac. Chim. 16, 97 [1932]. 

6 W. Marmé, Liebigs Ann. Chem. 129, 222 [1864]. 

7 J.L. W. Thudichum, ,,The chemical constitution of the brain‘‘, London 
1884, 

8 G. Meillére, u. P. Fleury, J. Pharmac. Chim. 28, 289 [1910]. 

® J. Needham, Biochem. J. 17, 422 [1923]. 

10 L. Young, Biochem. J. 28, 1428 [1934]. 

11 B.S. Platt u. G. E. Glock, Biochem. J. 37, 709 [1943]. 

2 P. Fleury u. M. Joly, J. Pharmac. Chim. 26, 397 [1937]. 

13 E. 8S. West u. V. L. Peterson, Biochem. J. 26, 1720 [1932]. 
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bisher genannten Trennungsverfahren die Entfernung anderer Polyalkoholo, aus 
deren aliphatischer Reihe das Glycerin z. B. ein staéndiger Begleiter des Inosits in 
Inositphosphatiden ist. Dagegen bietet die von Partridge entwickelte papier- 
chromatographische Trennung von Zuckern, Zuckerderivaten und Inosit die Még- 
lichkeit, Inosit auch von Polyalkoholen zu trennen. Diese Isolierungsmethode er- 
schien uns deshalb besonders geeignet fiir sehr kleine Inositmengen. 

Die eigentliche chemische Bestimmung schlieBt sich an die oben aufgefiihrten 
Isolierungsmethoden an. Der beschriebenen Fallung des Inosits mit Schwermetall- 
hydroxyden folgt seine praparative Darstellung durch Kristallisation aus alko- 
holischer Lésung und seine Wagung*»’.®1,15 oder Elementaranalyse®1*.3, Wiah- 
rend Needham® eine Genauigkeit von 90—97% bei Anwendung seiner Mikro- 
kohlenstoffbestimmung’® angibt, erfaBt Winter*® nur 73% Inosit. (Eine ausfiihr- 
liche Beschreibung der bis 1926 bekannten Methoden gibt Needham"), Voraus- 
setzung fiir die praparative Darstellung des Inosits ist natiirlich sein Vorhandensein 
in gut wagbaren Mengen. Diese Notwendigkeit besteht bei folgenden zwei oxy- 
dativen Methoden nicht, bei denen der Uberschu8 an Oxydationsmittel jodome- 
trisch bestimmt wird. Die eine beruht auf der Eigenschaft des Inosits (und anderer 
Polyalkohole), wie die Zucker von Kaliumtetrajodomercurat(II) (K,[HgJ,]) oxy- 
diert zu werden — allerdings nur in stark alkalischer Lésung. Sie wurde von Fleury 
und Marque?® entwickelt, darauf von Young?® und Gregory* 1° modifiziert, 
und zwar von letzterem im Sinne einer gréBeren Empfindlichkeit. — Die andere, 
einfachere, beruht auf der oxydierenden Wirkung der Perjodsaure auf Polyalkohole, 
der Reaktion von Malaprade®, deren Anwendbarkeit auf den Inosit von Lange?! 
festgestellt wurde. Diese Methode wurde von Fleury und Joly”? entwickelt, die 
den Einflu8 verschiedener Reaktionsbedingungen auf die Oxydation — allerdings 
an relativ groBen Inositmengen (etwa 200 mg) — eingehend untersuchten. Eine 
Modifikation von Platt und Glock™ besteht in der Anwendung von starker ver- 
diinnten Liésungen zum Nachweis kleinerer Inositmengen, in einer Vereinfachung 
der Titrationstechnik und in einer Verlangerung der Oxydationszeit unter Ernie- 
drigung der Reaktionstemperatur (siehe Versuchsteil). 

2. Mikrobiologische Methoden. Sie beruhen auf der Uberimpfung des 
jeweiligen, sorgfaltig vorbereiteten Stammes auf das vorher sterilisierte Substrat, 
das auBer der Analysensubstanz ein kompliziert zusammengesetztes ,, Basalmedium“ 
enthalt, und der nephelometrischen Bestimmung der auftretenden Triibung nach 
Ablauf von 16—72 Stdn.; die fiir das Wachstum der Mikroorganismen bendétigte 
Zeit hangt von der Bebriitungstemperatur ab. Bestimmungsmethoden mit Hefe- 
bakterien wurden von Woolley (Saccharomyces cerevisiae)**, Atkin et al. (Sacch. 
Carlsbergensis)*4 und Emery et al. (Sacch. pombe) beschrieben. Diese Methoden 


14 M.S. Partridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 

1 E. Boyland, Biochem. J. 22, 362 [1928]. 

16 J. Needham, Biochem. J. 18, 891 [1924]. 

17 J. Needham, Ergebn. Physiol., biol. chem. exp. Pharmakol. 25, 1 [1926]. 

18 P. Fleury u. J. Marque, J. Pharmac. Chim. 10, 241 [1929]. 

19 Vgl. K. Hinsberg u. K. Lang, ,,Medizinische Chemie“, Urban & 
Schwarzenberg, Miinchen und Berlin 1951. 

20 L. Malaprade, Bull. Soc. chim. France 48, 683 [1928]. 

21 J. Lange, ,,Action de l’acide pericdique sur les polyols (réaction de Mala- 
prade); généralisation. Extension sur corps voisins‘. Dissertation Univ. Paris 
1933, referiert nach P. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 313 [1933]. 

22 P. Fleury u. M. Joly, J. Pharmac. Chim. 26, 341 [1937]. 

23D. W. Woolley, J. biol. Chemistry 140, 453 [1941]. 

24 7T. Atkin, W. L. Williams, A.S. Schultz u. C.N. Frey, Fleischman 
Labs., 810 Grand Concourse, N. Y., Preprint of unpublished method, 1944, re- 
feriert nach P. Gyoérgy?®. 

25 W.B. Emery, N.MclLead u. F. A. Robinson, Biochem. J. 40, 426 
[1946]. . 
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wurden von Williams et al.”*, Jurist und Foy?’ sowie von Sonne und Sobotka’8 
modifiziert; vgl. auch Gyérgy 2°, Beadle*? fiihrte seine Bestimmung mit Sporen 
(Mutante d. Neurospora crassa) durch; vgl. auch Gyérgy?® und Barton-Wright*!, 

Da Inosit als obligater Wachstumsfaktor fiir die verwendeten Mikroorga- 
nismen bereits in Bruchteilen von 1» wirksam ist, tibertreffen diese Verfahren 
die chemischen in ihrer Empfindlichkeit. Ihre Anwendungshaufigkeit wird aber 
schon durch die Tatsache eingeschrinkt, da8 nur der bakteriologisch Geschulte 
sich ihrer erfolgreich bedienen kann. Ferner bringt ihre Empfindlichkeit, die in 
unserem Anwendungsbereich keineswegs erforderlich ist, eine relativ groBe Fehler- 
breite mit sich (+ 12% maximale Abweichung vom theoretischen Wert geben 
Taylor und McKibbin® bei Verwendung der Methode von Atkin an). 


Bestimmungsvorschrift 
Erforderliche Lésungen 


1. 6-n. HCl (aus rauchender Salzsiure p. a. herstellen). 

2. 1-proz. Inosit-Lésung. 

3. Trennungsgemisch aus Isopropanol-Hisessig-Wasser 3:1:1 (Isopropanol 
destillieren, Eisessig p. a.). 

4. Sprithreagens (25 cem 1-n. AgNO, + 40 ccm 25-proz. Ammoniak, mit Wasser 
auf 250 ccm verdiinnen). 

5. 0,01-m. Perjodsiure oder 0,01-m. Trinatriumperjodat (2,94 g des kauflichen 
Natriumperjodats |Perjodsaiuregehalt 65°] in 30 ccm 1-n. H,SO, lésen, mit 
Wasser auf 1000 ccm verdiinnen). 

6. Phosphatpuffer (12 g krist. Dinatriumphosphat + 20 ccm 1-n. H,SO,, mit 

Wasser auf 100 ccm verdiinnen). 

. Kaliumjodidlésung (5g Kaliumjodid + 100 ccm halbgesittigte Kochsalz- 

lésung). 

. 0,004-n. Natriumthiosulfat. 

. 0,004-n. Kaliumjodat zur Titerstellung (aus ,,Fixanal‘ herstellen; ist in 

brauner Flasche lange stabil). 

i0. Starkelésung (1 g losliche Starke + 100 ccm gesittigte Kochsalzlésung). 


~I 


© 0O 


Ausfiihrung der Bestimmung 


1, Hydrolyse. Eine Menge des Lipoids, die 50—400 y Inosit enthalt (meist 
geniigen 2—10 mg), wird in einem Praparateréhrchen aus Jenaer Glas (Vj 7 mm, 
Lange 70 mm) auf 4/,9) mg genau eingewogen. Dann werden aus einer Mikropipette 
0,05—0,1 cem Salzsiure zugegeben (fiir bis zu 0,5 mg Substanz 0,05 ccm, fiir jedes 
weitere mg 0,01 ccm mehr), worauf das Réhrchen in der Geblaseflamme zuge- 
schmolzen wird. Ein quantitatives Einbringen der Salzsaure in die untere Hialfte 
des Roéhrchens ist unbedingt erforderlich und wird durch Ausziehen der Pipetten- 
spitze erleichtert. Nach 6-stdg. Erhitzen auf 110° im Trockenschrank vermischt 
man, das an der inneren Glaswand haftende Kondensat durch mehrfaches kraftiges 
Ausschlagen des Réhrchens in Richtung beider Rohrenden gut mit dem Hydrolysat, 
14Bt dieses dann in das zugeschmolzene Ende laufen und sprengt die andere Kuppe 
ab. Die festen, braunschwarzen Hydrolysenriickstinde brauchen ihrer Feinkérnig- 


26 R. J. Williams, A.V. Stout, A.K. Mitchell u. J.R. Mc Mahan, 
University of Texas Publication No. 4187, 31 [1941]. 

27 'V. Jurist u. J. R. Foy, J. Bacteriol. 47, 434 [1944]. 

°8 §. Sonne u. H. Sobotka, Arch. Biochemistry 14, 93 [1944]. 

29 P. Gyérgy, ,,Vitamin Methods I‘‘, Academic Press Inc., New York 1950. 

30 G. W. Beadle, J. biol. Chemistry 156, 683 [1944]. 

31 E.C. Barton-Wright, ,,The microbiological assay of the Vitamin B- 
Complex and Amino acids“, Sir Isaac Pitman & Sons, London 1952. 
32 W.E. Taylor u. J.M. McKibbin, J. biol. Chemistry 201, 609 [1953]. 
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keit und ihres geringen Volumens wegen nicht von dem Hydrolysat vor dessen Auf- 
bringen auf das Chromatogramm getrennt zu werden. 

2. Papierchromatographie. Die Isolierung des Inosits erfolgt auf dem 
Papier Nr. 2043b der Firma Schleicher & Schiill bei aufsteigender Technik wahrend 
einer Laufzeit von 12—14 Stdn. Das Papier, dessen Format der Steighdhe (25 bis 
28 cm in der angegebenen Zeit) und der Lange des verwendeten Troges entsprechen 
soll, unterteilt man durch Bleistiftlinien in 5 cm breite Streifen, auf denen man die 
Startpunkte genau 5 cm vom unteren Papierrand entfernt markiert, Von dem Hy- 
drolysat werden — wiederum mit geeichter Mikropipette — 0,025 ccm aufgetragen; 
die gleiche Menge HCl gibt man auf die fiir die Leerwertbestimmung vorgesehenen 
Streifen. SchlieBlich trigt man noch 0,025 ccm der Inositlésung auf einen der mitt- 
leren Streifen jedes Bogens auf; dieser Streifen wird spater angefarbt und dient zur 
Lokalisation des Inosits auf dem Chromatogramm. Die Tropfen, die auf dem Papier 
einen Durchmesser von etwa 18 mm annehmen, 1a8t man bei Zimmertemperatur 
oder im kalten Luftstrom trocknen. Nach der Trennung 148t man das Papier wie- 
derum bei Zimmertemperatur bis zur Geruchlosigkeit trocknen. Der Teststreifen 
mit reinem Inosit wird herausgeschnitten und mittels eines Zerstiéubers mit dem 
Spriihreagens impragniert, wobei das Papier gut durchfeuchtet, jedoch nicht naB 
werden, soll. Entwickelt wird 15 Min. bei 110° im Trockenschrank und anschlieBend 
2 Min. bei 100° im Dampftopf. Durch Bleistiftlinien etwa 2 cm ober- und unter- 
halb der Mitte des sichtbar gewordenen braunen Flecks markiert man die Lage 
des Inosits auf dem ganzen Chromatogramm. Fiir die Leerwertbestimmung sollen 
nur die mit dem Inosit korrespondierenden Abschnitte verwendet werden. 

3. Elution. Die ausgeschnittenen Papierblaittchen, die etwa 4x 5 cm? groB 
sind, werden in weithalsige Erlenmeyerkolben von 200 ccm Inhalt gebracht. Die 
GefaBe sollen nicht kleiner sein, damit das Papier frei beweglich auf dem GefaB- 
boden liegt. Man 148t — am bequemsten aus einer groBen Biirette — in jeden 
Kolben 5 ccm aqua bidest. laufen, schwenkt einige Male langsam um, wartet etwa 
2 Min., schwenkt nochmals um und gieBt das Wasser, das bereits den gréBten Teil 
des sehr leicht léslichen Inosits enthalt, in bereitgestellte, numerierte Jodzahl- 
kélbchen. Zur Spiilung wird dieser Vorgang (ohne zu warten) 4 mal mit je 2 ccm 
Wasser wiederholt. 

4. Oxydation und Titration. Bei Vorliegen von weniger als 400 y Ino- 
sit 14Bt man aus einer geeichten Pipette 2 cem Perjodsiure oder Perjodatlésung zu 
der Elutionslésung flieBen, die méglichst genau 12—13 ccm betragen soll; fiir 
400—600 y sind 3ccm des Oxydationsmittels nétig. Jedes Kélbchen wird ver- 
schlossen und in den auf genau 50° angeheizten Trockenschrank gestellt. Bei 
Reihenversuchen ist es zweckmaBig, die Beschickung der einzelnen Koélbchen in 
kurzen Abstinden von etwa 2—3 Min. auszufiihren und sich die Uhrzeit zu notie- 
ren; man ist dadurch imstande, nach der Oxydation die Titration in gleichen Ab- 
stinden vorzunehmen. — Nach genau 2!/, Stdn. nimmt man das Kélbchen aus 
dem Trockenschrank, fiigt sofort 2 ccm Phosphatpuffer hinzu, schwenkt kurz um, 
versetzt mit 2 cem Kaliumjodidlésung und titriert unverziiglich das in Freiheit ge- 
setzte Jod mit Natriumthiosulfat aus einer 5-ccm-Biirette unter Zusatz einiger 
Tropfen Starkelésung als Indikator. Da der Titer der Thiosulfatlésung stetig ab- 
nimmt, muB er fiir die Titration einer jeden Analysenreihe von neuem bestimmt 
werden. (Das Kaliumjodat muB bei der Titereinstellung angesiuert werden!) 

5. Berechnung. Wenn L der Verbrauch an ccm Thiosulfat fiir den Leerlauf, 
A der Verbrauch an ccm Thiosulfat fiir den Analysenansatz und I das Aquivalent 
an ccm Thiosulfat fiir 1 mg Inosit (= 13,33 cem fiir die 0,004-n. Lésung) ist, so er- 
gibt sich der Inosit-Gehalt des Ansatzes in mg aus der Beziehung: 


Ee. . Darin ist f der Faktor der 0,004-n. Thiosulfatlésung. 
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Beschreibung der Versuche 


1. Zur Hydrolyse 

In den uns zuginglichen Vorschriften iiber die Saéurespaltung von inosit- 
haltigen Lipoiden weichen die Angaben iiber die notwendige Spaltungsdauer und 
Saurekonzentration zum Teil erheblich voneinander ab. Wolley*® zeigte, daB bei 
der Hydrolyse von Sojabohnen-Lipositol mit 20-proz. HCl der gesamte Inosit 
bereits nach 6 Stdn. wasserléslich und damit mikrobiologisch bestimmbar ist. 
Platt und Glock sowie Sonne und Sobotka spalten ebenfalls 6 Stdn. lang 
unter Verwendung einer ahnlichen Saurekonzentration (18-proz.™ bzw. 6-n.HCl?’), 
Folch* stellte bei der Spaltung von Diphosphoinositid mit 6-n.HCl fest, daB der 
Lipoidphosphor erst nach 30 Stdn. in anorganischer Form vorliegt; zur prapara- 
tiven Isolierung von Inosit hydrolysierte er darauf 48 Stdn. lang, ebenso bei seinen 
mikrobiologischen Bestimmungen. Nach Taylor und Mc Kibbin® wird Inosit 
bei 46-stdg. Einwirkung von kochender 6-n.HCl teilweise zerstért, was bei Ver- 
wendung von 4-n.HCl nicht der Fall sein soll. Als ausreichend zur Spaltung von 
Tnositphosphatiden geben sie 40 Stdn. an. 


Bei Anwendung unserer Mikromethode entspricht die Spaltungs- 
geschwindigkeit derjenigen von Woolley**, wie aus Tab. 1 hervorgeht. 


Tab. 1. Einflu8 der Hydrolysendauer auf die Abspaltung von Inosit aus einer 
Inositphosphatid-Fraktion. 











Hydrolysendauer Wasserléslicher Inosit 
Stdn. % 
‘ Y% 4,4 
1 4,9 
6 6,2 
12 6,0 
36 6,1 
48 6,1 


Bei 6-stdg. Hydrolyse mit 6-n.HCl ist die Abspaltung des Inosits 
also vollstandig. 

Um auszuschlieBen, daB die von uns angegebenen Salzsiuremengen 
zu gering sind, haben wir vergleichende Spaltungen mit relativ zur Sub- 
stanzeinwaage gréBeren Mengen Salzsiure ausgefiihrt. Mehr wasser- 
léslicher Inosit wird auch auf diesem Wege nicht gefunden (Tab. 2). 


Tab. 2. Einflu8B der Salzsiuremenge auf die Abspaltung von Inosit aus Kephalin- 








Fraktionen. 

- Verhaltnis von gefundener wasser- 

Substanz mg 6 HCl Gramm-Substanz loslicher Inosit 
bij zu ccm HCl % 
Fraktion I... 100* 30 1:300 3,1 
Fraktion I... 0,1 0,1 1:20 3,2 
Fraktion II. . 100* 30 1:300 3,8 
Fraktion II .. 5 0,05 1:10 3,8 














* Die Bestimmung erfolgte nach 48stdg. Kochen unter Riickflu8B und Entfernung der HCl 
durch Vakuuméestillation. 


33 D, W. Woolley, J. biol. Chemistry 147, 581 [1943]. 
34 J. Folch, J. biol. Chemistry 177, 505 [1949]. 
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Zur Kontrolle der Stabilitaét des Inosits wurden 100 mg 48 Stdn. 
lang mit 6-n.HCl unter RiickfluB gekocht. AnschlieBend wurde mit 
NaOH neutralisiert, das ausfallende NaCl abfiltriert und das Filtrat im 
MeBkolben mit Wasser auf 200 ccm aufgefiillt. Portionen von 1 cem ent- 
sprechend 0,5 mg eingewogenem Inosit wurden dann nach der Perjod- 
siuremethode analysiert. Das Ergebnis war die Zerstorung von nur 1,3°%, 
der angesetzten Menge, waihrend vergleichsweise bei Glycerin 12°, und 
bei Galaktose 98°, nicht mehr nachweisbar waren. Die von Taylor und 
McKibbin angegebene partielle Zerstérung des Inosits unter den glei- 
chen Bedingungen (s. 0.) ist also nicht so erheblich, daB sie die Bestim- 
mung beeinfluBt, zumal unsere Hydrolysendauer nur 6 Stdn. betragt. 


2. Zur Papierchromatographie 

In zahlreichen Chromatogrammen wurde Inosit unter den ange- 
gebenen Bedingungen einwandfrei von Glucose, Galaktose und Glycerin 
getrennt, und zwar ausgehend von einer Lésung dieser Substanzen so- 
wohl in Wasser als auch in 6-n.HCl. Einen Eindruck von der relativ 
guten Beweglichkeit des Inosits bei Verwendung des Isopropanol-Eis- 
essig-Gemischs im Gegensatz zu Gemischen anderer Zusammensetzung 
(vgl. Cramer**) und von seiner guten Trennung von den genannten 
Stoffen geben die entsprechenden Ry-Werte: Inosit 0,12; Galaktose 
0,28; Glucose 0,31; Glycerin 0,56. Das Trennungsgemisch kann iiber 
lingere Zeit verwendet werden. Das geringe Anwachsen der Ry-Werte 
bei Verwendung alterer Gemische ist belanglos, da die Trennbarkeit des 
Inosits nicht beeintraichtigt wird. Die quantitative Bestimmung von 
Inosit aus einer Lésung, die neben 1° Inosit je 2°4, Glucose und Galak- 
tose enthielt, ergab bei 10 Bestimmungen einen durchschnittlichen Ver- 
lust von 3° (Tab. 3). 


Tab. 3. Bestimmung von Inosit nach papierchromatographischer Trennung von 
Glucose und Galaktose aus waBr. Loésung. 














y Inosit Abweichung 
Ansatz | gefunden % 
310 306 —1,3 
310 299 — 3,5 
310 299 — 3,5 
310 297 — 4,2 
310 305 — 1,6 
310 305 — 1,6 
310 296 — 4,5 
310 300 — 3,2 
310 298 — 3,9 
310 302 — 2,6 





Hier zeigt sich also, daB auch gréBere Mengen von Galaktose und 
Glucose die Inosit-Bestimmung nicht stéren. 
8 OF, Cramer, ,,Papierchromatographie“, Verlag Chemie, Weinheim/Berg- 


straBe, 1952. 
gr 
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Wahrend der Salzsaéure-Tropfen nach seinem Aufbringen auf das 
Papier trocknet, wirkt die Saéure in geringem MaBe hydrolytisch auf die 
Cellulosefaser ein. Die Folge ist bei der Entwicklung mit ammoniaka- 
lischem Silbernitrat ein Fleck, dessen Ry-Wert ein wenig iiber dem von 
Glucose liegt. Dieser stért den Inosit-Nachweis ebensowenig wie die 
noch héher liegende, durch Diffusion entstandene breite Salzséure-Front, 
die schon durch bloBes Erhitzen ohne vorheriges Bespriihen eine Braun- 
fiirbung des Papiers verursacht. Beispiele dafiir, da® auch in salzsaurer 
Losung aufgetragener Inosit nach Wanderung im Chromatogramm nahe- 
zu quantitativ wiedergefunden wird, zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Bestimmung von Inosit aus salzsaurer Lésung nach papierchromato- 
graphischer Wanderung. (Die letzten sechs Bestimmungen erfolgten nach 48-stdg. 
Erhitzen im EinschluBréhrchen). 











y Inosit Abweichung 
Ansatz gefunden % 
111 103 — 7,3 
111 111 0 
111 108 — 2,7 
111 117 + 5,4 
90 89 —1,l 
“90 85 — 5,5 
90 86 — 4,5 
90 87 — 3,3 
90 83 — 7,8 
90 89 —1,l 








Die Abweichungen vom theoretischen Wert sind zwar teilweise 
groBer als bei Bestimmung ohne Wanderung im Chromatogramm (vg. 
Tab. 5). Doch selbst die von uns gefundene maximale Differenz von 8 y 
betrigt beispielsweise nur 0,15°/, einer Lipoid-Einwaage von 5 mg; das 
heiBt, daB man bei 5 mg Lipoid einen Inosit-Gehalt von 1,65% (83 y) 
anstatt von 1,80°% (90) ermitteln wiirde. 


3. Zur Elution 


Wesentlich fiir die Genauigkeit der Methode ist eine exakte Elu- 
ierung des Inosits aus dem Papier nach der Trennung. Die ausgeschnit- 
tenen Papierstiicke sollen gleich groB sein, weil der Leerwert von der 
GréBe des eluierten Papiers abhangt; so besteht zwischen einem Leer- 
wert mit destilliertem Wasser und einem solchen nach Elution eines 
Stiickes chromatographischen Papiers von 4 x 4,5 cm? eine Differenz, 
die dem Oxydationswert von etwa 7 y Inosit entspricht. Wenn man so 
heftig umschwenkt, daB betriachtliche Mengen an Filterflusen suspendiert 
werden, steigt dieser Wert noch weiter an. Die Elution selbst ist infolge 
der leichten Wasserléslichkeit des Inosits kein Problem, falls nicht vor- 
her warm getrocknet wird. Deshalb soll z. B. auch das Trocknen in Nahe 








a > OO. 
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eines Heizkérpers vermieden werden. Aus Tab. 5 geht hervor, daB die 
Abweichung vom theoretischen Wert bei Anwendung der oben beschrie- 
benen Elutionsmethode sehr gering ist (im Durchschnitt — 1,5°%). — 


Tab. 5. Bestimmung von Inosit aus waiBriger Lésung nach Eluierung 
ohne vorhergehende papierchromatographische Trennung. 














y Inosit Abweichung 
Ansatz gefunden % 
163 156 — 4,3 
163 156 +1,8 
163 163 0 
163 165 + 1,2 
163 166 + 1,8 
163 164 + 0,6 
163 166 +1,8 
163 153 — 6,0 
163 163 0 
163 167 + 2,4 
240 243 + 1,2 
240 238 — 0,8 
240 238 — 0,8 
240 240 0 





Da die verschiedenen Zonen des Leerlaufstreifens unter sich nicht 
gleichwertig sind, darf man das Papier iiber und unter der Inosit-Zone 
nicht fiir die Leerwertbestimmung verwenden. 


4. Zur Oxydation 


Der Reaktionsmechanismus der Perjodsiureoxydation des Inosits 
ist noch nicht sicher geklart. Fleury und Lange** nahmen den Ver- 
brauch von 6 Atomen Sauerstoff pro Mol. Inosit entsprechend der 
Gleichung 

(1) C,H,(OH), + 6 HJO, = 6 HCO,H + 6 HJO, 


an, wonach also 6 Moll. Ameisensdiure entstehen sollen. Wenige Jahre 
spiter berichteten Fleury und Joly?? iiber Beobachtungen, die einen 
solchen Reaktionsverlauf ausschlieBen. Sie stellten fest, daB intermediar 
Aldehydgruppen auftreten, da8 schon nachweisbar gewesene Carboxyl- 
gruppen bei fortschreitender Reaktion wieder verschwinden und da 
maximal (im Verlaufe von mehreren Tagen bei Zimmertemperatur) 
6,76 Atome Sauerstoff pro Mol. Inosit verbraucht werden (davon 5,50 
Atome in den ersten 60 Min.). In einer formelmaBigen Deutung nehmen 
Fleury und Balatre®? daher zwei Reaktionsphasen an: eine sehr 
schnell verlaufende, in der iiber einen hypothetischen Dialdehyd Glykol- 
siure neben Ameisensaure entsteht (2), und eine langsame Phase, in der 


36 P. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 313 [1933]. 
37 P. Fleury u. P. Balatre, ,,Les inositols, chimie et biochimie‘‘, Masson, 
Paris 1947. 
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die Glykolsiure zu Ameisensiéure und Kohlensiure — allerdings nicht 
quantitativ — weiter oxydiert wird (3): 

(2) C,H,(OH), + 40 = 2CH,(0H)-CO,H + 2 HCO,H 

(3) 2 CH,(OH)-CO,H + 40 = 2 HCO.H + 2CO, + 2H,0. 

Fiir den unvollstaéndigen Verlauf der zweiten Phase fanden die Autoren 
keine Erklarung. 

Bei Platt und Glock", die bei 8° oxydieren, ist die langsame 
Reaktionsphase in etwa 30 Stdn. und der zur Unterbrechung giinstigste 
Zeitpunkt in 48 Stdn. erreicht. Zur Verkiirzung der Oxydationszeit er- 
wies sich eine Erhéhung der Reaktionstemperatur auf 50° als vorteil- 
haft. Die entsprechenden Reaktionszeiten betragen dabei etwa 15/4 bzw. 
21/, Stdn. (Abb. 1). 
































100 | 02 pee ——- 
% - 
50 HE-f-— 50° 
1 
2 J . Stdn. az 


Abb. 1. Abhangigkeit der Oxydation des Inosits von Temperatur und Zeit. Vor- 
gelegte Inositmenge = 100%. Die Ordinate gibt die Menge wiedergefundenen 
Inosits an. 


In beiden Fallen erhalt man gut reproduzierbare Werte; der Augen- 
blick der Unterbrechung wurde so gewahlt, daB der Perjodsaure-Ver- 
brauch Gl. (1) entspricht, was die Berechnung vereinfacht. In neutralem 
und alkalischem Milieu erfolgt die Oxydation des Inosits durch Perjod- 
sdure wesentlich langsamer als in saurem, wie bereits Malaprade*® 
feststellte. Durch den Pufferzusatz, der die Titration von Perjodsiure 
bei Anwesenheit von Jodsiéure erméglicht, wird die Reaktion also nicht 
gestoppt, wie es Platt und Glock bei der Anwendung niedriger Tempe- 
raturen erschien™. Oxydiert man bei 50°, so wird die Reaktion durch 
den Puffer nach 2'/, Stdn. noch soweit verlangsamt, daB bei Verzége- 
rung der Titration um wenige Minuten kein merklicher Fehler entsteht. 
Nach der Oxydation bei héheren Temperaturen allerdings war der 
Perjodsaureverbrauch nach der Pufferung in den noch heiBen Proben 
so betrachtlich, daB die Analysenergebnisse schlecht reproduzierbar 
wurden. Der mit der héheren Temperatur verbundene Zeitgewinn war 
dagegen nur unerheblich (Abb. 1). 


38 L. Malaprade, Bull. Soc. chim. France 1, 833 [1934]. 








—— 


ies ik oe se 6 Cee, beh eee 





1954) 


Licht 


oren 


ame 
gste 
) er- 
teil- 
ZW. 





Bd. 298 (1954) Zur quantitativen Bestimmung von Inosit in Phosphatiden 119 


Fleury und Joly” fanden bei Verwendung von 0,1-m. Perjod- 
siure, daB eine Verdiinnung des Ansatzes die Reaktionsgeschwindigkeit 
nicht merklich beeinfluBt. Bei Verwendung von 0,01-m. Perjodsaure 
dagegen konnten wir — in Ubereinstimmung mit Platt und Glock" — 
feststellen, daB sich die Oxydation mit zunehmender Verdiinnung deut- 
lich verlangsamt. Um die sich daraus ergebende Fehlerquelle auszu- 
schalten, soll das fiir einen Analysenansatz vorgeschriebene Volumen 
von 15cem (13 cem Elutionsfliissigkeit + 2cem Perjodsiure) nicht 
iiberschritten werden. Die Anwendung von mehr als 2 cem Perjodsaure 
fiir geringe Inositmengen (unter 400 y) lieBe zwar ein gréBeres Ansatz- 
volumen zu. Mit dem Anwachsen des Perjodsiure-Uberschusses nimmt 
aber auch die zur Riicktitration erforderliche Menge an Thiosulfat- 
lésung zu, was ein mehrmaliges Fiillen der Mikrobiirette wahrend einer 
Bestimmung mit sich bringt. Da sich hieraus ebenfalls eine Fehlermég- 
lichkeit ergibt, scheint uns die von uns gewahlte Anordnung am zweck- 
maBigsten zu sein. 


5. Zur Titration 


Die jodometrische Bestimmung der Perjodsiure in Anwesenheit 
von Jodséure wurde im Gegensatz zu Fleury und Lange®®?° nicht in 
saurem Milieu oder auf dem Umweg iiber die Oxydation von Arseniger 
Saure oder von Mangancarbonat durchgefiihrt, sondern direkt mit 
Kaliumjodid in neutraler Lésung (vgl. auch Platt und Glock"). Per- 
jodsaure wird unter diesen Bedingungen nur bis zur Stufe der Jodsaure 
reduziert ; die Bestimmung wird also auch durch die bei der Inosit-Oxy- 
dation entstandene Jodsiaure nicht gestért (vgl. Gl. 1). Die Titration des 
freigesetzten Jods wurde versuchsweise unmittelbar nach Zugabe des 
Kaliumjodids sowie 5 Min. danach durchgefiihrt. Da der Thiosulfat- 
verbrauch in beiden Fallen der gleiche ist, mu8 die Umsetzung augen- 
blicklich stattfinden; es ist also nicht nétig, mit der Titration 5 Min. 
zu warten, wie Platt und Glock es vorschreiben™. — Ferner ergab 
sich, daB das Titrationsergebnis von der zugesetzten Starkelésung (bis 
2 cem) nicht beeinfluBt wird. 

Sehr exaktes Titrieren ist unbedingt erforderlich, da bereits ein 
Tropfen Thiosulfatlésung (etwa 0,03 cem) 4 y Inosit entspricht. 


6. Zusatzversuche 


AbschlieBend seien noch Analysenbeispiele aufgefiihrt, bei denen 
das gleiche Inositphosphatid ohne und mit Zusatz einer definierten 
Menge Inosit im Mikroverfahren gespalten wurde (Tab. 6). 

Bei den ersteren versetzte man die eingewogene Substanz wie bis- 
her mit 6-n. HCl, bei den letzteren dagegen mit der gleichen Menge 
(0,05 cem) einer 250 mg-proz. Inositlésung in 6-n. HCl. Nach der Spal- 





39 P. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 107 [1933]. 
40 Pp. Fleury u. J. Lange, J. Pharmac. Chim. 17, 196 [1933]. 
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tung wurden 0,021 — 0,025 cem des Hydrolysats chromatographiert 
und analysiert. DaB die Analysenergebnisse der zweiten Gruppe, ver- 
mindert um die Menge zugesetzten Inosits, gleich denen der ersten 
Gruppe sind, beweist, daB wahrend der verschiedenen Prozeduren kein 
Verlust an Inosit auftritt. AuBerdem darf man daraus schlieBen, das 
auch der Lipoid-Inosit voll erfaBt wird. 


Tab. 6. Bestimmung von Inosit in Inositphosphatid mit und ohne Zusatz von 
Inosit zur Einwaage. 





























y Inosit 
** % 
‘ie | gefunden Inosit in der 
inwaage zugesetzt iniaiidene sbsdglich der Einwaage 
us. 

3,30 — 231 — 7,0 
4,05 — 280 —" 6,9 
5,17 — 357 — 6,9 
7,17 — 495 — 6,9 
7,71 509 — 6,6 
7,81 -- 524 — 6,7 
4,15 125 395 270 6,5 
4,26 125 415 290 6,8 
5,30 - 125 485 360 6,8 
5,43 125 500 375 6,9 
6,15 125 549 424 6,9 
6,60 125 580 455 6,9 








* Chromatographiert wurden 41—48 °%, der Einwaage. 
** Die Werte sind auf die Einwaage berechnet. 


Zusammenfassung 


Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Inosit in Lipo- 
iden wird mitgeteilt. Ihr Prinzip besteht in der Hydrolyse kleinster 
Mengen Lipoid im EinschluBréhrchen bei 110°, der papierchromato- 
graphischen Isolierung des Inosits, seiner oxydativen Spaltung mittels 
Perjodsdure bei 50° und der jodometrischen Bestimmung des Perjod- 
siiure-Uberschusses. 

Die Voraussetzungen der beschriebenen Methode werden eingehend 
untersucht. 
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Uber die hormonale und _ nichthormonale Beeinflussung 
der Acetalphosphatide (Plasmalogene) der Rattenorgane 
Von 
W. H. Minder und I. Abelin 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Bern 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1954) 


Die altere Betrachtung der Fette als bloBe Quelle von Kalorien 
wurde in den letzten Jahrzehnten erginzt durch die Auffassung derselben 
als Trager lebenswichtiger Stoffe wie Vitamine, unentbehrliche Fettsauren 
sowie Plasmale und Plasmalogene. Letztere gehéren ihrer chemischen 
Beschaffenheit nach zur Gruppe der Phosphatide. Wie die Fette und 
Zuckerarten sind sie fast omnizellulir, aber in minimalen Mengen an- 
zutreffen. Die Aufdeckung der Plasmale, die Aufkliérung ihrer Struktur 
sowie die Méglichkeit ihrer quantitativen Bestimmung verdanken wir 
vorwiegend Feulgen und Mitarbeitern!. Wertvolle Beitraige zur Cha- 
rakterisierung der Plasmale lieferten ferner Klenk?, Ehrlich und 
Waelsch®, Schafer und Taubert‘*, Leupold und Mitarbeiter® u. a. 

Das Vorkommen der Plasmale in den tierischen Zellen und Fliissig- 
keiten in bestimmten, ziemlich eng umgrenzten Mengen la8t an eine 
ihnen zukommende biologische Aufgabe sowie an eine strenge Regulation 
derselben denken. Die Annahme einer biochemischen Regulation setzt 
fast von vornherein eine hormonale Mitbeteiligung voraus. Unter diesem 
Gesichtspunkt unternahmen wir eine orientierende Untersuchung tiber 
die Beeinflussung des Plasmalgehaltes des tierischen Kérpers durch 
einzelne Hormone und durch Eingriffe, welche eine hormonale Reaktion 
auslésen. 


Methodisches 


1. Verarbeitung der Organe von weiBen Ratten: Kleine, frische 
Organstiickchen (10—600 mg) wurden gewogen und sofort mit etwa 15—20 ccm 
absolutem, nicht denaturiertem Athanol versetzt und im Elvehjem-Potter-Homo- 
genisator verrieben. Homogenisierungsdauer 3—5 Min. je nach Gewebsart. Das 

1 R. Feulgen, K.Imhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929]; 
260, 217 [1939]. 

2 E. Klenk, diese Z. 281, 25 [1944]; 282, 18 [1947]; Medizin. Klinik 1948, 685. 

3 F. Leupold, diese Z. 285, 216 [1950]; F. Leupold u. H. Biittner, diese 
Z. 291, 178 [1952/53]; 292, 7, 13 [1952]. 

4 G. Ehrlich u. J. Waelsch, J. biol. Chemistry 168, 195 [1946]. 

5 G. Schafer u.M. Taubert, Z. ges. exp. Med. 117, 439 [1951]; vgl. auch 
Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 7, 526 [1952]. 
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Homogenisat wurde anschlieBend im Homogenisator auf 50° erwirmt und nach 
etwa 3 Min. durch ein fettfreies Faltenfilter filtriert. Es folgte eine 6—10malige 
Nachextraktion auf dem Filter mit warmem peroxydfreiem Athanol-Ather- 
Gemisch (3:1). Die Extraktfraktionen wurden in einem 100-ccm-MeBkolben mit 
Schliffstopfen aufgefangen und auf genau 100 ccm Extraktlésung gebracht. Je 
nach dem Plasmalgehalt des Extraktes wurde +/,,—1/. (d. h. 2,5 bzw. 5-, 10-, 20-, 
50 ccm) des Auszuges in einen 150-cem-Rundkolben, mit Schliff gegeben und bei 500° 
im Vak. verdampft. Der Riickstand wurde in chemisch reinem Eisessig gelést. 
Weitere Einzelheiten der Methodik enthalt eine friihere Mitteilung von uns®. 


2. Kolorimetrische Bestimmung und Berechnung: Fiir den weiteren 
Verarbeitungsgang, die Kolorimetrie und die Berechnung der Menge Plasmalogen 
in Prozent des Frischgewichtes des Gewebes hielten wir uns genau an die von 
Feulgen, Boguth und Andresen’ ausgearbeitete Methodik der Plasmalogen- 
bestimmung im Blutserum*. 


3. Fehlerquellen: 

a) Ein unterschiedlicher Blutgehalt kapillarreicher Gewebe kann den 
Organplasmalogengehalt (ausgedriickt in Prozenten des Frischgewichtes) betracht- 
lich beeinflussen. Dies trifft insbesondere fiir die Leber zu..Wir erstrebten deshalb 
eine moglichst vollstandige Entblutung der Tiere, was durch rasche Eréffnung der 
Cervicalarterien (Decapitation) meist gut zu erreichen ist. 

b) Die graue Substanz des Gehirns zeigt bekanntlich einen erheblich nie- 
drigeren Gehalt an Acetalphosphatiden (und Lipiden) als die weiBe Substanz des 
Marklagers. Wir untersuchten identische Hirnstiicke, namlich die Halfte einer 
GroBhirnhemisphare, bestehend aus Hirnrinde und Marklager (ohne Mittelhirn, 
Kleinhirn und Nachhirn). 

c) Mit absol. Alkohol vorbehandelte Skelettmuskulatur 14Bt sich nachtrag- 
lich schwer homogenisieren, so daB die Gefahr einer unvollstandigen Extraktion 
besteht. Wir zerschnitten deshalb das Muskelstiick vor der Wagung rasch in zahl- 
reiche kleine Teile und zerstampften diese im Homogenisator bereits vor der Zu- 
gabe des Extraktionsmittels. Mitentfernte Nerven, subfasciales Fettgewebe und 
mitentferntes Sehnengewebe kénnen zu fehlerhaften Resultaten fiihren. Auch 
Herzmuskel wurde schon vor der Zugabe des Athanols mit dem Rotations- 
zylinder des Homogenisators zerquetscht. 

d) Die Bestimmung des Plasmals in den Nebennieren setzt eine sehr 
saubere und rasche Préparation dieser kleinen Organe voraus. Rindendefekte 
k6énnen das Resultat falschen, da gerade die 4uBere Rindenzone reich an Plasma- 
logen ist. Zur quantitativen Plasmalogenbestimmung nach Feulgen, Boguth 
und Andresen benutzten wir bei den Nebennieren meist 50°, des Gesamtextraktes. 

In zahlreichen Fallen wurden auch noch die Trockengewichte der Leber 
und Nieren bestimmt. Die Tiere wurden jeweils am Morgen verarbeitet, nachdem 
sie 14—15 Stdn. vor der Tétung keine feste Nahrung zu sich genommen hatten. 

Christl® beniitzt eine von unserer Methode abweichende Extraktionsart bei 
der quantitativen Bestimmung der Acetalphosphatide in Organen. Nach seinem 
Vorgehen wird die Zerkleinerung des Materials mittels des Gefriermikrotoms (etwa 
1 g 50m Schnitte) vorgenommen, und die Extraktion geschieht mittels Propyl- 
alkohols; wegen der Méglichkeit eines stérenden ,,Fetteffektes‘‘ (mangelndes Hin- 
durchreagieren durch grobdisperses Fett) werden vom Originalextrakt Ver- 
diinnungsstufen angelegt. Unsere Untersuchungen wurden noch vor der Publi- 


6 W. H. Minder u. I. Abelin, Helv. physiol. pharmacol. Acta 12 [1954], 
im Druck. 

7 R. Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]; 
293, 79 [1953]. 

8 H. Christl, diese Z. 298, 83 [1953]. 

* Der Firma Ciba in Basel danken wir fiir die uns zur Verfiigung gestellte 
Menge Pararosanilin. 
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kation der Christlschen Arbeit durchgefiibrt. Den Fetteffekt haben wir ebenfalls 
guweilen wahrnehmen kénnen, jedoch nur bei der Plasmalogenbestimmung im Fett- 
gewebe. 
SchlieBlich ist noch auf den Streuungsumfang der colorimetrischen Plasma- 
logenbestimmung aufmerksam zu machen. Nach Feulgen und Mitarbb. betragt 
der maximale Fehler ihrer Methode + 5%. 


4. Versuchsaufstellung: Bei unseren Versuchen erstrebten wir, der Ant- 
wort auf die Frage der biologischen Stellung der Acetalphosphatide in der tie- 
rischen Zelle naher zu riicken, insbesondere interessierten uns die Zusammenhange 
zwischen Plasmalogen- und Fettstoffwechsel. 


Beschreibung der Versuche 


a) Versuche an Normalratten: Es wurden mannliche weiBe Ratten im 
Gewicht zwischen 165 und 190 g verwendet. Vor der Tétung erhielten die Tiere 
wahrend mehrerer Wochen Normaldiat mit wéchentlicher Griinfutterzulage. Die 
Totung erfolgte durch Decapitation in niichternem Zustande. Es wurde der Plasma- 
logengehalt des GroBhirns, des Myokards, der Nieren, der Leber, der Nebennieren, 
der Skelettmuskulatur (Iliopsoas), des Blutplasmas und in einigen Failen des 
Omentum majus bestimmt. Das Ergebnis dieser Analysen zeigt Tab. 1. Es geht 
hieraus hervor, daB bereits unter normalen Stoffwechselbedingungen die Schwan- 
kungen im Plasmalogenbestand betrachtlich sein kénnen, insbesondere im Fett- 
gewebe des groBen Netzes und im Blutplasma. Einen sehr konstanten Wert zeigt 
die Niere. Am meisten Plasmalogen (0,4%) enthalt das Gehirn, worauf bereits 
Feulgen und Mitarbeiter? hinwiesen. Die Nebenniere enthalt rund 0,2%, Herz 
und Niere enthalten etwa 0,1%, wahrend Leber, quergestreifte Muskulatur und 
Fettgewebe bedeutend plasmalogendrmer sind. Der Plasmalogengehalt des Ratten- 
blutes liegt tiefer als beim Menschen und betragt rund 2mg%. Leupold und 
Bittner® finden bei Mannern 2,45mg% und bei Frauen 2,80mg% Serum- 
plasmalogen, demgegeniiber rechnet Seckfort!® mit einem durchschnittlichen 
Wert von 4 mg% bei einer Schwankungsbreite zwischen 2 und 6 mg%. 


Tab. 1. Plasmalogengehalt der Organe von normalen Ratten in Prozenten des 














Frischgewichtes. 
_— Mus- | Fett- | Blut- 
Organ Gehirn} Herz | Niere | Leber o en) ku- ge- |plasma 
tere | latur | webe (mg% 
Mittelwerte .. . . 0,39 | 0,109 | 0,103 | 0,031 | 0,194 | 0,064 | 0,0362) 1,91 
Extremwerte .. . 0,27 | 0,07 | 0,100 | 0,026 | 0,152 | 0,046 | 0,017 | 1,36 
0,50 | 0,127 | 0,118 | 0,037 | 0,270 | 0,071 | 0,051 | 2,7 
Anzahl Versuchs- 
ee 1l 11 1l 1] 8 1] 5 10 


























A. Hormonale Beeinflussung des Plasmalogengehaltes 
der Organe 


b) Experimentelle Hyperthyreose: Vor und wahrend der Versuchszeit 
wurden die Ratten mit Diat 66 gefiittert (bestehend aus 30g trockenem Brot, 


® F. Leupold u. H. Biittner, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 49, 210 [1953]. 
10 H. Seckfort, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 49, 212 [1953]. 
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30g Mais, 30g Hafermehl, 10g Vollmilchpulver und 1 g Kochsalz). Daneben 
erhielten sie regelmaBige Griinfiitterung. Wahrend 16—25 Tagen wurde den Tieren 
vermittels der Magensonde taglich eine Schilddriisentablette einverleibt (Tabloid 
Thyroid gland Burroughs-Wellcome, entspr. 0,3 g frischer Schilddriisensubstanz 
oder 0,09 g getrockneter Thyreoidea pro Tablette). 5 Versuchstiere erhielten 
wahrend 43—47 Tagen taglich peroral 0,1 g eines “*hochaktiven Schilddriisen- 
hydrolysates (Praparate VI und VII Bi). Letztere Praparate bewirkten eine durch- 
schnittliche Stoffwechselsteigerung von 40—63°% sowie eine Hypertrophie der 
Nebennieren. Bei der Beurteilung der Organanalysen mu8 zwischen Tieren mit 
Jangdauernder und solchen mit eher kurzdauernder Hyperthyreoidisierung unter- 
schieden werden. Von der Norm abweichende Plasmalogenwerte, die von der Be- 
handlungsdauer abzuhangen scheinen, finden sich im Herzmuskel und in der 
Leber. So haben Tiere mit nur 16-tagiger Hyperthyreoidisierung einen um rund 
20% erniedrigten Plasmalogengehalt im Herzmuskel. Auch in der Leber kommt 
es bei kurzdauernder Behandlung zu einer gewissen Depression des Plasmalogen- 
gehaltes, jedoch zu einer Plasmalogenvermehrung bei Tieren mit 45-tagiger Hyper- 
thyreoidisierung. 

Diese Verhaltnisse erinnern an die Veranderungen anderer Organbestand- 
teile wahrend der kiinstlichen Hyperthyreoidisierung. So erfahren in den ersten 
Phasen der Schilddriisenbehandlung das Kreatin des Herzens, der Cholesterin- 
gehalt der Nebenniere, der Glykogengehalt der Leber deutliche Abnahmen, die 
aber spater, wenigstens teilweise, wieder ausgeglichen oder sogar itiberkompensiert 
werden. Nur das Herzkreatin bleibt dauernd erniedrigt. 


Tab. 2. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten mit experimenteller Hyper- 
thyreose in Prozenten des Frischgewichtes (tagliche Verfiitterung von einer 
Schilddriisentablette Burroughs Wellcome a 0,32 g). 





A. Hyperthyreosedauer von 16 Tagen 


















































” Mus- 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber Neben-| ‘yy. Blutplasma 
niere | | (mg %) 
atur 
Mittelwert . . . . | 0,372 | 0,088 | 0,096 0,024 | — |0,0506 2,06 
Extremwerte .. . 0,34 | 0,071 | 0,090 10,022 0,043 1,44 
0,45 | 0,096 | 0,108 |} 0,025 — 0,059 2,84 
Anzahl Tiere . . . 5 5 ho tive 5 4 
B. Hyperthyreosedauer von 25 Tagen 
Mittelwert . .. . | 0,401 | 0,104 | 0,107 | 0,033 | 0,151 | 0,057 1,95 
Extremwerte ... 0,39 | 0,095 | 0,096 | 0,030 | 0,141 | 0,050 1,66 
0,44 | 0,114 | 0,122 | 0,035 | 0,169 | 0,062 2,34 
Anzahl Tiere .. . 3 3 3 3 3 3 3 


























C. Hyperthyreosedauer von 46 Tagen nach Verfiitterung eines Schilddriisen- 
hydrolysats 




















Mittelwert .... 10,41 | — | 0,110] 0,040 ]}0,120]| 0,0515|] 2,74 
Extremwerte .. . 0,37 —_ 0,097 | 0,032 |] 0,084 }| 0,048 2,24 

0,45 | — | 0,123 | 0,045 |]0,182]] 0,055 3.54 
Anzahl Tiere ... 2 —_ 4 5 5 2 5 
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Der Verarmung des Muskels an Plasmalogen entspricht eine sehr deutliche 
Fettabnahme desselben wahrend der Hyperthyreoidisierung, worauf in friiheren 
Arbeiten hingewiesen wurde'!s12, Die prozentuale Abnahme des Plasmalogens 
der Nebenniere ist nicht eindeutig, da die Nebennieren bei langere Zeit fortgesetzter 
Schilddriisenzufuhr hypertrophieren, wodurch der prozentuelle Plasmalogenwert 
herabgesetzt wird. 

Auffallend ist der unverainderte Gehalt des Gehirns an Plasmalogen. Der 
Stoffwechsel des Gehirns erweist sich in mehrfacher Hinsicht verschiedenen Ein- 
griffen gegeniiber recht widerstandsfihig. So bleibt z. B. das Gehirnkreatin trotz 
Injektion gréBerer Mengen von Adrenalin, Insulin, ACTH praktisch unverandert. 
Selbst der Hunger vermag bekanntlich die Zusammensetzung des Gehirns kaum 
zu beeinflussen. 

c) Kurzdauernde Einwirkung von ACTH: 2 Stdn. nach Injektion von 
zwei internationalen Einheiten von ACTH-Ciba traten nachweisbare gleichsinnige 
Veranderungen im Plasmalogengehalt der Nebennieren, der Muskulatur, des Fett- 
gewebes sowie des Blutes auf. Wir vermuten, da8 bei langerem Warten der Plasma- 
logengehalt der Nebenniere wieder ansteigen wiirde, da nach den Angaben von 
Franke, Thiele und Keller’® die ersten histochemisch faBbaren Plasmalogen- 
vermehrungen der Nebenniere von StreB-Ratten (N-Lost) erst 4—6 Stdn. nach 
der Belastung kenntlich werden. Auch Thiele rechnet mit einer gleichen Zeit- 
dauer. Unser Ergebnis spricht jedenfalls fiir die hohe Empfindlichkeit des Organ- 
plasmalogens, das bereits kurz nach der Resorption des ACTH eine Senkung er- 
fahrt. Ob diese auf erhdhtem Verbrauch oder verminderter Synthese beruht, kann 
nicht entschieden werden. 


Tab. 3. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten, 2 Stdn. nach Injektion von 
2 I. E. adrenocorticotropen Hormons in Prozenten des Frischgewichtes, 





Mus- | Fett- | Blut- 



































; = Neben-} +) 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber da ku- ge- |plasma 
tere | Jatur | webe |(mg%) 
Mittelwerte . . . . | 0,37 | 0,092] 0,11 | 0,025 | 0,159 | 0,048 | 0,0097] 1,48 
Extremwerte .. . 0,355 | 0,085 | 0,10 | 0,018 | 0,13 | 0,037 | 0,0056} 0,95 
0,395 | 0,101 | 0,121 | 0,045 | 0,194 | 0,053 | 0,0167) 1,84 
Anzahl Tiere . . . 6 5 5 6 6 6 6 6 


d) Alloxandiabetes: Von ausgewachsenen mannlichen Ratten, die 24 Stdn. 
vor der Alloxaninjektion gehungert hatten, wurde der Urin gesammelt und 
quantitativ auf Zucker und Eiwei8 untersucht. Hierauf erfolgte die Injektion 
von frisch bereiteter Alloxanlésung (15 mg Alloxan pro 100g Ko6rpergewicht). 
Wahrend einer Versuchsdauer von 10 Tagen erhielten die Tiere die Diat 66; der 
Urin wurde taglich zum Zwecke der quantitativen Zuckerbestimmung gesammelt. 
Bei den Versuchstieren entwickelte sich sofort eine wechselnd starke Glucosurie 
und Polyurie (durchschnittliche Zuckerausscheidung pro Tag 1,46—6,88 g. Am 
letzten Versuchstag betrug die durchschnittliche Zuckerausscheidung 3,36 g). 
Von fiinf Versuchstieren nahmen zwei innerhalb von 10 Tagen leicht an Gewicht 
zu (5g), wahrend drei Tiere mit besonders starker Glucosurie und Polyurie eine 
Gewichtsabnahme von 38 g, 58 g und 76 g aufwiesen. Die Versuche an alloxan- 
diabetischen Ratten unternahmen wir-in der Absicht, einen gewissen Einblick in 
die Beziehungen zwischen dem Zuckerstoffwechsel, dem damit gekoppelten Fett- 
stoffwechsel und der Plasmalogenbildung zu erlangen. Dabei zeigte es sich, daB 


cs . I. Abelin u. P. Kiirsteiner, Biochem. Z. 198, 19 [1928]. 
12 T, Abelin u. K. Klingler, Helv. physiol. pharmacol. Acta, 6, 1 [1948]. 
13 R. Franke, F. H. Thiele u. N. Keller, Z. ges. exp. Med. 120, 422 [1953]. 
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deutliche Veraénderungen nur bei denjenigen Versuchstieren auftraten, welche 































































































































































































reichlich Gewebsmasse, namentlich Fett einbiiBten und abmagerten. Es waren ks 
dies Tiere mit starker diabetischer Stoffwechselstérung sowie ausgepragter Glucos- lic 
urie und Polyurie, begleitet von einer ErhGhung des Plasmalogengehaltes des ei 
Blutes. Zugleich wies das Fettgewebe des Omentums an Stelle der normalen, gelb- 0 
lichweiBen eine mehr braunliche Farbe auf. Der Plasmalogengehalt dieses Omental- 
fettes erfuhr ebenfalls eine deutliche Zunahme. B 
Tab. 4. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten mit Alloxandiabetes in % 
des Frischgewichtes. 
A. Tiere mit Gewichtsverlust - 
itsen- Mus- | Fett- | Blut- at 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber |". ku- ge- |plasma = 
niere de 
latur | webe |(mg%) U 
Mittelwert . . . . | 0,344 [0,128 | 0,113 | 0,0272| 0,172 | 0,057 3,21 | : 
Extremwerte .. . 0,335 | 0,123 | 0,1002)/ 0,254 | 0,152 | 0,043 ]0,155 |] 2,01 fe 
0,352 | 0,1355] 0,1371} 0,0307| 0,21 ‘| 0,075 10,186 |] 4,88 : 
e 
Anzahl Tiere .. . 3 3 3 3 3 3 3 
B. Tiere ohne Gewichtsverlust 
Mittelwert . .°. . | 0,394 |0,111 | 0,102 | 0,032 | 0,194 | 0,056 | 0,0153] 1,72 a, 
Extremwerte . . : | 0,414 | 0,1255] 0,0996] 0,0311) 0,160 | 0,0559] 0,0127| 1,54 
0,374 | 0,097 | 0,1155) 0,033 | 0,228 | 0,0564] 0,018 | 1,9 
Anzahl Tiere .. . 2 2 2 2 2 2 2 2 = 
M 
Tab. 5. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten nach achttagiger peroraler E. 
Behandlung mit taglich. $0 mg Cholinchlorid in Prozenten des Frischgewichts. | 
Nebe Mus- | Fett- | Blut- A 
Organ Gehirn} Herz | Niere | Leber |” i = ku- | ge- |plasma 
mere | Jatur | webe |(mg%) 
Mittelwert .... 0,41 | 0,113 | 0,119 | 0,036 | 0,153 | 0,057} — 1,46 os 
Extremwerte .. . 0,39 | 0,109 | 0,101 | 0,033 | 0,132 | 0,048 — 1,38 8u 
0,43 | 0,117 | 0,134 | 0,038 | 0,178 | 0,064] — | 1,56 5 
w 
Anzahl Tiere . . . 4 4 4 4 4 4 _ 4 
Tab. 6. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten nach achttagiger peroraler i 
Behandlung mit taglich 100 mg Methionin in Prozenten des Frischgewichts. ra 
Neben.| Mus- ‘ett- | Blut- -s 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber pe 4 ee ge- |plasma Me 
tere | latur | webe (mg%) ge 
Mittelwert . . . . | 0,37 | 0,101 | 0,112 | 0,0315| 0,15 | 0,051] — | 1,35 v, 
Extremwerte ... 0,34 | 0,092 | 0,104 | 0,025 | 0,126 | 0,046 —_ 1,12 
0,40 | 0,116 | 0,120 | 0,038 | 0,168 | 0,056} — 1,56 
Anzahl Tiere 4 4 4 4 4 4 
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e) Cholinchlorid und Methionin: Cholin und Methionin, welche be- 
kanntlich den Fetthaushalt der Leber deutlich beeinflussen, bewirkten bei tag- 
licher peroraler Zufuhr von 50 mg Cholinchlorid bzw. 100 mg Methionin wahrend 
einer Woche eine deutliche Abnahme des Blutplasmalogens, wahrend die einzelnen 
Organe normale Plasmalogenmengen hatten. 





B. Beeinflussung des Plasmalogengehaltes der Organe durch Kilte- 
einwirkung und Tetrachlorkohlenstoffvergiftung 


f) Kalteeinwirkung: Wie oben erwahnt, bewirkt eine kiinstlich erzeugte 
Hyperthyreose deutliche Verdinderungen des Plasmalogenhaushaltes gewisser 
Organe. Der physiologische Angriffspunkt des Thyroxins ist noch nicht genau 
abgeklart; es werden lokale wie zentrale Stellen vermutet. Wir wahlten eine Kalte- 
einwirkung von 0 bis + 1° wahrend 14—15 Stdn. zwecks sekundarer Beeinflussung 
der Thyreoidea. Die niichternen Tiere verloren dabei 5—25 g an Ké6rpergewicht. 
Unmittelbar darauf wurden sie durch Decapitierung getétet und die Organe sofort 
analysiert. Am auffallendsten in der Tab. 7 sind die Zunahmen des Plasmalogen- 
gehaltes der Nebennieren, des Blutes und in gewissem AusmaBe auch des Organ- 
fettes. Der Plasmalogengehalt der iibrigen Organe erlitt keine nennenswerten Ver- 
anderungen. Auffallenderweise war der Kalteeffekt bei weiblichen Ratten nicht 
feststellbar. 


Tab. 7. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten nach Kalteeinwirkung 
(O—1° wahrend 14—15 Stdn.) in Prozenten des Frischgewichtes. 


























— Mus- | Fett- | Blut- 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber — nig - | ge- |plasma 
tere | latur | webe (mg%) 

Mittelwerte . . . . | 0,41 | 0,117 | 0,112 | 0,387 0,266 |} 0,062 0,051 |} 2,4 
Extremwerte ... 0,34 | 0,081 | 0,098 | 0,026 10,188 }] 0,042 | 0,018 |] 1,96 
0,46 | 0,137 | 0,130 | 0,054 }0,415 =~ 0,100 |] 3,29 
—s 

Anzahl Tiere .. . ll ll 10 10 10 8 9 














g) Tetrachlorkohlenstoffvergiftung: Den ausgewachsenen Ratten 
wurden 0,2 com einer Mischung gleicher Teile Olivenél und Tetrachlorkohlenstoff 
subcutan injiziert. Ein Teil der Versuchstiere wurde 17 Stdn., der andere Teil 
5 Tage nach der Injektion getétet. Bei den 5-Tage-Tieren war ein maBiger Ge- 
wichtsverlust festzustellen. 

Vom Tetrachlorkohlenstoff wissen wir, daB er in geeigneten Dosen die Leber 
vergiftet, und zum Teil schwere histopathologische Veranderungen wie Nekrosen 
sowie degenerative Veranderungen an den iibrigen parenchymatésen Organen 
erzeugen kann. Die Versuche wurden an weiblichen Ratten durchgefiihrt, so 
da8 wir nach den obenstehenden Ausfiihrungen keine StreB-Reaktion hinsichtlich 
des Plasmalogens zu erwarten hatten. Der Tab. 81 JaBt sich entnehmen, daB 17 Stdn. 
nach der Injektion von Tetrachlorkohlenstoff einzig Herz-, Leber- und Fett- 
gewebsplasmalogen etwas ansteigen, wahrend 5 Tage nach der Injektion (Tab. 87), 
auBer im Fettgewebe und Blut, bereits wieder eine gewisse Normalisierung der 
Verhialtnisse eingetreten ist. 
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Tab. 8. Plasmalogengehalt der Organe von Ratten nach Injektion von 0,1 ccm 
Tetrachlorkohlenstoff in Olivenél in Prozenten des Frischgewichtes. 





1. Untersuchung der Organe 17 Stdn. nach der Injektion 






























































ntitvaia| Mus- | Fett- | Blut- 
Organ Gehirn| Herz | Niere | Leber |") 0. ku- ge- |plasma 
latur | webe |(mg°)) 
Mittelwert .... 0,4 | 0,14 | 0,095 }0,043 || 0,148 | 0,069 | 0,0488] 1,84 
Extremwerte .. . 0,34 | 0,126 | 0,084 |}0,040}} 0,138 | 0,078 | 0,0186} 0,82 
0,48 | 0,159 | 0,109 |] 0,046 |] 0,157 | 0,052 | 0,0736] 2,76 
Anzahl Tiere . . . + 4 4 4 4 4 4 4 
2. Untersuchung der Organe 5 Tage nach der Injektion 
Mittelwert .... 0,37 | 0.11 | 0,093 | 0,032 | 0,154 | 0,062 | 0,099 | 2,171 
Extremwerte .. . 0,35 | 0,084 | 0,081 | 0,027 | 0,095 | 0,05 | 0,0167) 1,68 
0,38 | 0,134 | 0,105 | 0,043 | 0,204 | 0,074 | 0,139 | 3,04 
Anzahl Tiere .. . 6 6 6 6 6 6 6 6 











III. Diskussion 


1. Es gibt -Organe, welche ihren Plasmalogenbestand unter fett- 
mobilisierenden Eingriffen, wie Thyroxinbehandlung, Kalteeinwirkung 
u. a. nicht wesentlich andern. Dazu gehéren die Nieren, die Skelett- 
muskulatur und das Gehirn. Die Niere erscheint als das Organ mit 
der gréBten Konstanz des Plasmalogenbestandes. Das Plasmalogen 
findet sich in den Nieren hauptsichlich in den Tubulusepithelien!*, wie 
wir uns selber am histologischen Schnitt iiberzeugen konnten. Selbst ein 
schwerer, zehntiagiger Alloxandiabetes mit massiver Glucosurie ver- 
andert offenbar diesen Plasmalogenbestand der Nierenepithelien nicht 
wesentlich. 

2. Die experimentelle Hyperthyreose (von 16- bis 45-tigiger Dauer) 
bewirkt, wie erwaihnt, vorerst eine Erniedrigung und spiter eine Ver- 
mehrung des Plasmalogengehaltes der Leber. Dieses Schaukelphinomen, 
welches in unserer Versuchsaufstellung zum Teil auch am Herzmuskel 
zu erkennen ist, ist schwierig zu erkliren. Eine Vermehrung des Plasma- 
logens in der Leber ist méglicherweise Ausdruck eines regeneratorischen 
Zellgeschehens als Folge der gesteigerten Beanspruchung der Leberzelle 
durch die chronische Hyperthyreose. 

Nach den cytologischen Untersuchungen von Graffi!® sind die 
Acetalphosphatide hauptsichlich in den Mitochondrien der Zelle lokali- 
siert. Diese Tatsache laBt den SchluB zu, daB Organe mit gesteigertem 
Stoffwechsel, insbesondere aber wachsende oder regenerierende Organe 








14 A. Pischinger, Z. mikroskop. anatom. Forsch. 50, 590 [1941]. 
1° A. Graffi, Arch. exp. Zellforsch. 25, 127 [19441]. 
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relativ viel Plasmalogen besitzen. So fanden Feulgen und Mitarbb.1* 
in der keimenden Sojabohne viel mehr Plasmalogen als in der nicht 
keimenden, und Lapp?’ findet histologisch einen relativ hohen Plasma- 
logengehalt im rasch wachsenden Carcinomgewebe. Wir selbst haben 
Plasmalogenbestimmungen in Organen von jungen und erwachsenen 
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Abb. 1. Verénderungen im Plasmalogen- 

gehalt (in Prozent des Frischgewichts) 

einiger Organe von Ratten wiahrend des 
Wachstums. 











Gehirn Herz Mere Muskel Leber 


Ratten vorgenommen und dabei betriachtliche Unterschiede festgestellt 
(vgl. Abb. 1). 

Aus der Abbildung geht hervor, daB die parenchymatésen Organe 
von drei Wochen alten Ratten einen wesentlich héheren Plasmalogen- 
gehalt besitzen als erwachsene Ratten, daB aber bereits bei 4-w6chigen 
Ratten eine Angleichung an die Verhaltnisse bei der ausgewachsenen 
Ratte erfolgt. Man erkennt ferner mit aller Deutlichkeit die Sonder- 
stellung des Plasmalogens des Gehirns: das Gehirn der Jungratte ent- 
halt betrichtlich weniger Acetalphosphatide als das Gehirn der aus- 
gewachsenen Ratte, was wahrscheinlich mit dem MyelinisierungsprozeB 
der Nervenfasern zusammenhangt® 1°, 

3. Im Verlaufe der StreB-Situation (Kaltewirkung) kommt es 
zu einer Vermehrung der Plasmalogene in den Nebennieren; dies geht 
eindeutig aus den vorliegenden quantitativen Bestimmungen hervor. 
Am histologischen Praparat wurde diese Veranderung der Nebennieren- 
rinde bereits von anderen Autoren?® beobachtet, wobei allerdings Thiele 
feststellen konnte, daB nicht alle Rattenstémme wahrend des Stresses 


16 R, Feulgen, P. Feller u. G. Andresen, Ber. d. Oberhessischen Ges. 
f. Natur- und Heilkunde in GieBen, Neue Folge, 24, 270 [1949]. 

17H. Lapp, Verh. dtsch. pathol. Ges. 85, 145 [1952]. 

18 A.Stammler u. H. Debnek, diese Z. 296, 80 [1954]. 

19 H. Kroezeck, Z. mikroskop. anatom. Forsch. 50, 511 [1941]; E. To- 
nutti, ebenda 51, 346 [1942]; T. Hornykievitsch, Strahlentherapie 86, 175 
[1952] (Réntgenbestrahlung); R. Franke, F. H. Thiele u. N. Keller, Z. ges. exp. 
Med. 120, 422 [1953] (N-Lost); O.W. Thiele, ebenda 121, 246 [1953]; 123, 65 
[1954] (Réntgenbestrahlung, N-Lost, Verbreitung). 
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mit einer Plasmalogenvermehrung in den Nebennieren reagieren. Nach 
unseren Erfahrungen verhalten sich Ratten mit groBen, lipidreichen 
Nebennieren (insbesondere weibliche Ratten) refraktir. Man ist versucht 
hieraus zu schlieBen, daB eine Plasmalogenvermehrung in den Neben- 
nieren unter Belastung erst dann eintritt, wenn der Lipidverlust méglichst 
vollstandig geworden ist, was bei kleinen Nebennieren friihzeitiger ein- 
tritt als bei groBen, ,,adaptierten‘‘ Nebennieren mit reichlicher Lipid- 
reserve. ErwartungsgemaB wird ein relativ geringer StreB, der die Neben- 
nierenrinde nur wenig entspeichert, nicht zur Plasmalogenvermehrung 
in den Nebennieren fiihren. Wie hat man diese Erscheinung zu deuten ? 
Es ist méglich, daB auch hier ein auf die Zellorganellen gezielter re- 
generatorischer Reiz eine Rolle spielt, der eine Vermehrung und Ver- 
groéBerung der gerade fiir den Fettstoffwechsel in der Nebennierenrinde 
wichtigen plasmalogenhaltigen Mitochondrien bewirkt, und der be- 
sonders dann in Erscheinung tritt, wenn die Gefahrzone des Lipidschwun- 
des und der Erschépfung der Fettreserven in der Nebennierenrinde 
erreicht ist. 

4. 17 Stunden nach der Injektion von Tetrachlorkohlenstoff laBt 
sich im Myocard und in der Leber eine Vermehrung der Acetal- 
phosphatide nachweisen. Die histologische Kontrolle der Leber ergab, 
daB der zentrale Lappchenabschnitt degeneriert und nahezu frei von 
Plasmalogen war, wahrend die intermediiren und peripheren Abschnitte 
eine relativ starke Plasmalogenreaktion ergaben. Vermutlich deutet die 
Plasmalogenvermehrung in der Leber bei der Tetrachlorkohlenstoff.- 
vergiftung auf eine temporare Hyperaktivitat des intakt gebliebenen 
Parenchymanteils. 

5. Es erhebt sich nun die Frage, woher das Plasmalogen im Blut- 
plasma und in den Nebennieren stammt und wo es neugebildet wird; 
hat doch Thiele? quantitativ den Gesamtplasmalogenbestand des 
K6rpers von Ratten bestimmt und nachgewiesen, daB dieser im Verlaufe 
der StreB-Situation betrachtlich erhdht ist. Aus unseren Untersuchungen 
geht hervor, daB eine ErhGhung des Plasmalogenspiegels im Blutplasma 
eintreten kann: 1. bei Kaélteeinwirkung wahrend 17 Stdn., 2. bei schwerem 
Alloxandiabetes, der mit Abmagerung einhergeht und 3. bei der aus- 
gepragten experimentellen Hyperthyreose. Bei den StreB-Tieren und 
bei den Alloxan-Ratten konnten wir ferner eine starke Vermehrung des 
Fettgewebsplasmalogens feststellen. Es darf daher angenommen werden, 
daB die Plasmalogene in erster Linie im Fettgewebe, welches einen be- 
trichtlichen Prozentsatz des K6rpergewichtes ausmacht, neugebildet 
werden. Feulgen’® vertritt die Auffassung, dai die Acetalphosphatide 
aus Esterphosphatiden hervorgehen. Ob unter StreBbildungen das Plas- 
malogen in der Nebenniere selbst neugebildet wird, oder ob es nach seiner 
Entstehung im Fettgewebe auf dem Blutwege in die Nebennieren gelangt, 
wissen wir noch nicht. 
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Zusammenfassung 


An Hand von quantitativen Bestimmungen der Acetalphosphatide 
im Blut sowie in verschiedenen Organen von Ratten (Gehirn, Herz, Niere, 
Leber, Nebenniere, Muskulatur, Fettgewebe) wurde versucht, Anhalts- 
punkte fiir die physiologische Bedeutung dieser Stoffklasse zu gewinnen. 
Als experimentelle Eingriffe dienten hormonale Belastungen mit Schild- 
driisensubstanz, ACTH, Insulinabnahme beim Alloxandiabetes, ferner 
Kalteeinwirkung, Intoxikation mit Tetrachlorkohlenstoff u.a. Unter 
keiner dieser Schadigungen wurde eine generelle Verainderung der physio- 
logischen Acetalphosphatidmengen der Organe festgestellt, vielmehr 
lagen entweder differenzierte lokale Abweichungen vor oder aber blieben 
die Acetalphosphatide tiberhaupt unbeeinfluBt. Als unempfindlich bzw. 
nur sehr wenig empfindlich erwies sich der Acetalphosphatidgehalt des 
Gehirns, der Nieren sowie der Skelettmuskulatur. Reaktionsfaihiger 
waren die Acetalphosphatide der Leber und des Fettgewebes. Bei der 
kiinstlichen Hyperthyreoidisierung der Ratten nahmen die Acetal- 
phosphatide der Leber zuerst deutlich ab, dann aber wieder zu. 

Die Nebennieren miannlicher Ratten reagieren starker auf ver- 
schiedene Eingriffe als diejenigen von weiblichen Tieren. 

Kialteeinwirkung wiaihrend 14—15 Stdn. léste eine Zunahme der 
Acetalphosphatide in der Nebenniere aus, begleitet von einer deutlichen 
Vermehrung des Acetalphosphatidgehaltes des Blutes, was einen eventu- 
ellen Transport dieser Substanzen aus der Peripherie vermuten 1laBt. 

Erhéhungen des Blutplasmalogens fanden sich auBer bei Kalte- 
einwirkung auch beim Alloxandiabetes sowie bei der experimentellen 
Hyperthyreose. In all diesen Fillen ist auch der Fettstoffwechsel in 
Mitleidenschaft gezogen, was auf gewisse Beziehungen des Plasma- 
logenumsatzes zum Fetthaushalt hindeutet. 

Bei Ratten hingt der Plasmalogengehalt der Organe vom Alter ab: 
3 Wochen alte Ratten haben in der Leber, im Muskel, in der Niere und 
im Herzen mehr, im Gehirn dagegen merklich weniger Acetalphosphatid 
als erwachsene Tiere. 
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Zur Trennung des direkten und indirekten Bilirubins 
durch Papierchromatographie 
Von 
Giinter Gries, Peter Gedigk und Jobst Georgi 


Aus der Medizinischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock) und dem Pathologischen Institut 
(Direktor: Prof. Dr. H. Hamper]) der Universitit Marburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1954) 


Der direkten und indirekten Diazoreaktion des Bilirubins werden 
heute zwei chemisch verschiedene Gallenfarbstoffe zugrunde gelegt?. Fiir 
diese Annahme kénnen folgende Beobachtungen ins Feld gefiihrt werden: 


Beide Pyrrolfarbstoffe zeigen ein unterschiedliches Verhalten bei 
der Kupplungsreaktion. Das direkte Bilirubin lait sich im sauren und 
neutralen Milieu ohne weiteres zum Azofarbstoff kuppeln. Seine Reak- 
tionsfahigkeit ist zwischen pu 3 und 6 von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration nahezu unabhiangig. Das indirekte Bilirubin reagiert dagegen im 
sauren Bereich bis pu 4 nicht mit diazotierter Sulfanilsiure. Erst von 
pu 4,5 an erfolgt eine deutliche Bildung von Azobilirubin, die etwa bei 
pu 6,0 ihr Maximum erreicht”. Die unterschiedliche Kupplungsfahigkeit 
der beiden Pigmente wird weder durch die Bindung der Farbstoffe an 
EiweiBstoffe noch durch das ,,kolloidale Milieu‘‘ der Lésung oder durch 
die Gallensiurekonzentration hervorgerufen®. 

Beide Bilirubine besitzen ferner eine verschiedene Léslichkeit. Das 
direkte Bilirubin ist sehr gut wasserléslich und nahezu unloslich in 
Chloroform und anderen organischen Lésungsmitteln. Demgegeniiber 
1aBt sich das indirekte Bilirubin als freie Siure gut in Chloroform und 
fast gar nicht in Wasser lésen‘. 


SchlieBlich bestehen Unterschiede zwischen den Absorptionsspek- 
tren des direkten und indirekten Serumbilirubins’. 


Trotz dieser Befunde sind alle alteren Versuche zu einer praiparativen 
Trennung der beiden Bilirubintypen erfolglos geblieben. In der jiingsten 


1W. F. Griffiths u. G. Kaye, Brit. J. exp. Pathol. 11, 441 [1930]; 
Biochem. J. 24, 1400 [1930]; F.S. Fowweather, Biochem. J. 26, 165 [1932]; 
U. Westphal u. P. Gedigk, diese Z. 284, 274 [1949]; U. Westphal, H. Ott 
u. P. Gedigk, diese Z. 285, 200 [1950]. 

2 P. Gedigk u. G. Gries, diese Z. 289, 261 [1952]; Verh. dtsch. Ges. inn. 
Med. [1952], 454. 

® Literatur siehe 1. c.?. 

‘ K. Grunenberg, Z. ges. exp. Med. 31, 119 [1923]; Verh. dtsch. Ges. inn. 
Med. 84, 112 [1922]; H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. II/1, 
S. 634ff., Akademische Verlagsgesellschaft Leipzig [1937]. 

5 G. E. Davis u. C. Sheard, J. Lab. clin. Med. 28, 22 [1937]. 
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Zeit ist nun versucht worden, das direkte und indirekte Bilirubin durch 
Chromatographie auf Filtrierpapier voneinander abzugrenzen. Men- 
dioroz, Charbonnier und Bernard® verwandten bei diesen Versuchen 
als direkt reagierende Substanz in Athanol geléstes indirektes Bilirubin, 
das jedoch, wie wir bereits friiher gezeigt haben, keineswegs als direktes 
Pigment anzusehen ist. Diese Autoren haben ihre Untersuchungen also 
ausschlieBlich am indirekten Bilirubin ausgefiihrt. 

Moncke’ hat mit seinen Papierchromatogrammen gezeigt, daB bei 
der Verwendung von Chloroform als Lésungsmittel direktes Bilirubin 
am Startpunkt haften bleibt, wihrend indirektes Bilirubin dicht hinter 
der Lésungsmittelfront wandert. Bei diesen Experimenten sind die beiden 
Bilirubinformen mit verschiedenen Lésungsmitteln getrennt auf das 
Papier aufgetragen worden. AuBerdem hat das direkte Bilirubin nicht 
in reiner Form vorgelegen. Wegen der weitgehenden Abhangigkeit der 
Ry-Werte beider Farbstoffe von den gleichzeitig auf das Papier auf- 
getragenen Begleitstoffen (Elektrolyten, sowie niedrigmolekularen orga- 
nischen Verbindungen) haben aber unseres Erachtens nur diejenigen 
Ansitze Beweiskraft, bei denen die Pigmente gemeinsam gelést und als 
Gemisch aufgetragen werden. Nur dann sind eine verschiedene Wirkung 
der Milieufaktoren ausgeschaltet und fiir beide Farbstoffe die gleichen 
Versuchsbedingungen gewahrleistet. Derartige Mischungen von direktem 
und indirektem Bilirubin wurden jedoch bisher nicht untersucht. 

Die vorliegenden Versuche galten daher der Frage, ob es méglich ist, 
die beiden Bilirubintypen aus Mischungen voneinander zu trennen. Da 
es ferner fiir die Reindarstellung der beiden Bilirubine erforderlich ist, 
auch das direkte Bilirubin auf Filtrierpapier zur Wanderung zu bringen, 
haben wir in einem Teil der Versuche nicht Chloroform sondern ver- 
schiedene waBrige Lésungen (Puffer) zur Chromatographie verwandt. 


Beschreibung der Versuche 


1, Ausgangsmaterial: Fir unsere Untersuchungen haben wir Bilirubin 
,»,Homburg“ als indirekt reagierenden Gallenfarbstoff verwandt?. 

Das direkt reagierende Pigment gewannen wir aus Seren von ikterischen 
Patierten (Fille von Hepatitis oder VerschluBikterus) durch Fallung der Proteine 
mit drei Teilen Alkohol und anschlieBende Trocknung des Filtrates im Vakuum. 
AuBerdem benutzten wir direkt reagierendes Bilirubin aus dem Harn von Ikterus- 
kranken, der im Vak. getrocknet worden war. Vor dem Versuch wurde ein Teil 
des Trockenriickstandes gelést und die Menge des direkt und indirekt reagierenden 
Bilirubins bestimmt. Es kam nur Material mit fast ausschlieBlich direkt reagieren- 
dem Pigment zum Versuch. 

2. Methodik der Bilirubinbestimmung: Die Bestimmungen wurden 
im wesentlichen nach Jendrassik, Cleghorn und Gréf® mit dem Elko-II-Photo- 


6 B. Mendioroz, A.Charbonnier u. R. Bernard, C. R. Séances Soc. 
Bio’. Filiales 145, 1483 [1951]. 

7 C. Moncke, Die Medizinische 1958. 1036. 

§ L. Jendrassik u. L.Cleghorn, Biochem. Z. 289, 1 [1936]; 289, 438 
[ 1937]; L. Jendrassik u. P. Grdéf, Biochem. Z. 297, 81 [1938]. 
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meter durchgefiihrt. Wie bei unseren friiheren Untersuchungen haben wir jedoch 
zur kolorimetrischen Vergleichslésung stets Diazoreagens I (salzsaure Lésung von 
Sulfanilséure) hinzugesetzt®. 

Fir die Bestimmung des direkt reagierenden Bilirubins in waBr. Lésungen 
verdiinnten wir 1,0 ml der zu untersuchenden Lésung mit 3,5 ml einer Mischung 
von 1 T]. n-Natriumacetat und 9 Tln. n-Essigsiure und setzten dann 0,5 ml Diazo- 
gemisch hinzu. Durch die Verwendung des Acetatpuffers an Stelle der sonst iib- 
lichen physiologischen Kochsalzlésung haben wir erreicht, daB das py des Reak- 
tionsgemisches stets zwischen 3,4 und 3,8 lag. 

Bei den Bestimmungen im Urin verfuhren wir in derselben Weise. Wir gaben 
jedoch zu der Vergleichslésung statt des Diazoreagens I eine Lésung von 15 ml 
konz. Salzsiure in 1000 ml Wasser hinzu, weil Urine gelegentlich Nitrite enthalten, 
welche die im Diazoreagens enthaltene Sulfanilsiure zum fertigen Reagens zu 
diazotieren vermégen. 

Die Ablesung erfolgte eine Stunde nach Zugabe des Diazogemisches?. 


3. Die Papierchromatographie: Wir bedienten uns der aufsteigenden 
Chromatographie in dicht verschlossenen Glaszylindern. Zum Schutz gegen Licht 
waren die GefiBe mit schwarzem Papier verkleidet. Um eine Oxydation der Pig- 
mente zu vermeiden, durchstrémten wir die Zylinder zum Versuchsbeginn mit 
Stickstoff; auBerdem stellten wir eine alkalische Pyrrogallollésung zur Sauerstoff- 
absorption auf den Boden der GefaBe. Wir entwickelten unsere Chromatogramme 
mit Chloroform und waBrigen Lésungsmitteln. Im Bereich unter py 4 verwandten 
wir Glykokollpuffer nach Sérensen oder Acetatpuffer nach Walpole. Im Bereich 
von pH 4—9 arbeiteten wir mit Acetat-Veronalpuffer nach Michaelis. Von 
pa 9—12 wahlten wir Glykokollpuffer oder 0,01—1-n.NaOH. Wir fertigten bei 
den verschiedenen py-Werten Chromatogramme auf Schleicher & Schiill-Papieren 
(Nr. 2043b, von 30 30 cm GréBe) an, auf denen wir je zwei Flecken des indirekten 
Bilirubins, zwei Flecken des direkten Pigments und zwei Flecken einer Mischung 
von beiden Farbstoffen an der Startlinie auftrugen. Beide Substanzen lésten wir 
zur Chromatographie mit waBrigen Lisungsmitteln in n/10-NaOH und brachten 
die Farbstofflésungen dann jeweils auf das gleiche py. 

4. Nachweis der Gallenfarbstoffe auf dem Papier: Auf je einen Fleck 
der drei Doppelgruppen wurde fertiges Diazoreagens aufgetragen, das wie bei der 
Bilirubinbestimmung hergestellt, jedoch unmittelbar vor dem Auftragen aufs 
Papier durch Zusatz von Natronlauge auf pp 3—4 gebracht und an Testflecken 
auf seine Brauchbarkeit gepriift worden war. Der Eintritt einer Rotfarbung zeigt, 
daB die Reaktion zwischen dem Tetrapyrrolfarbstoff und der diazotierten Sulfanil- 
siure auf dem Papier stattgefunden hat. Wir haben die Kupplungsreaktion bei 
pu 3—4 vorgenommen, da beide Bilirubine nach der Adsorption an das Papier 
im sauren Milieu gekuppelt werden kénnen, und weil bei einem héheren py auch 
das Papier gelborange gefarbt wird. 

5. Bestimmung des direkt bzw. des indirekt reagierenden Bili- 
rubins im Eluat von Papierchromatogrammen: Wir fertigten bei jedem 
pu jeweils mindestens sechs Chromatogramme auf dickem Papier (Schleicher & 
Schiill Nr. 2071; 30x 30cm) an, bei denen das Ausgangsmaterial strichformig 
an der Startlinie aufgetragen worden war, um gréBere Mengen zur Trennung zu 
bringen. Nach der Trennung schnitten wir die Flecken aus und lésten die Farb- 
stoffe durch Abnutschen mit Wasser bzw. 0,1-n.NaOH aus. Dann engten wir die 
Eluate im Vak. — wie oben beschrieben — nicht iiber 40° C bis auf wenige ml ein 
und bestimmten neben dem Gesamtbilirubingehalt den Anteil des direkt reagieren- 
den Pigmentes. 

6. Untersuchungen iiber die Einwirkungen von Alkohol auf das 
indirekte Bilirubin: Eine Lésung von indirektem Bilirubin ,,Homburg“ in 






® U. Westphal u. P. Gedigk, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 288, 161 
[1948]. 
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0,1-n.NaOH verdiinnten wir mit Athanol, so da8 eine 15 mg-proz. Lésung von 
indirektem Bilirubin in 70-proz. Athanol entstand. Von ungefaihr 40 ml dieses 
Ansatzes dampften wir das Lésungsmittel im Vak. nicht iiber 40°C ab und lésten 
den Trockenriickstand in 0,1-n.NaOH auf. Vor und nach der Lésung des Bilirubins 
in Alkohol bestimmten wir das gesamte Bilirubin und den Anteil des direkt rea- 
gicrenden Pigmentes. 


Ergebnisse 


Wir haben zunichst die Chromatogramme mit Chloroform als 
Lésungsmittel entwickelt. Dabei hat sich folgendes ergeben: Direktes, 
wiBrig geléstes Bilirubin bleibt am Startpunkt haften. Indirektes Bili- 


ss. « @ - @ ¢—§®@ 


Abb. 1. Papierchromatogramm von direktem und indirektem Bilirubin auf 
Schleicher & Schiill-Papier 2043b, entwickelt mit Chloroform. Laufzeit 8 Stdn. 
bei 189°C. Auf die Flecken wurde von links nach rechts 1. direkt reagierendes Bili- 
rubin aus Urin in n/10-NaOH, 2. indirektes Bilirubin ,,Homburg* in n/10-NaOH 
gelist, 3. eine Mischung von 1. und 2., 4. indirektes Bilirubin in Chloroform gelést, 
5. 1. und 4. auf einem Flecken, 6. indirektes Bilirubin in 3,92-proz. Natrium- 
carbonatlésung gelést, 7. 1. und 6. nacheinander auf einem Fiecken aufgetragen. 


rubin, wenn es in 3,9-proz. Natriumcarbonatlésung oder in 0,1-n. NaOH 
gelést ist, liBt sich gleichfalls nicht entwickeln. Dagegen wandert das 
reine, aus einer Chloroformlésung aufgetragene indirekte Bilirubin mit 
hohen Ry-Werten (Abb. 1). 

In weiteren Experimenten haben wir die Chromatographie mit 
waBrigen Liésungen durchgefiihrt. Unter diesen Versuchsbedingungen 
wandert das direkte Bilirubin im sauren, im neutralen und im alkalischen 
Bereich. Die Ry-Werte bleiben zwischen py 2 und 12 annahernd gleich. 

Das indirekte Bilirubin bleibt im sauren und neutralen Bereich am 
Startpunkt haften. Erst von pa 7—9 wandert das Pigment mit Rr- 
Werten, die gegen den stiarker alkalischen Bereich hin schnell zunehmen 
(Abb. 2). 
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Werden beide Farbstoffe auf einen Fleck aufgetragen, so laBt sic 
hiufig eine geringe Anderung im Verhalten des indirekten Bilirubins 
beobachten. Gelegentlich sieht man schon eine langsame Wanderung ir: 
schwach sauren Milieu. AuBerdem sind dann die Ry-Werte auch iri 
alkalischen Bereich etwas gréBer als bei den Laufen des reinen indirekteii 
Farbstoffes. In keinem Fall kommt es jedoch zu einer Angleichung de* 
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verschiedenem py des zur Entwicklung verwandten waBrigen Lésungsmittels 
(siehe Methodik). Die aufgefiihrten Rr-Werte stellen Mittelwerte von 12—15 
Trennungen, dar. 


Ry-Werte der beiden Bilirubinarten. Es bleiben stets deutlich getrennte 
Maxima erhalten (Abb. 3). 

Die mit Glykokollpuffer entwickelten Ansitze sind insofern beson- 
ders beachtenswert, als bei ihnen das indirekte Bilirubin schon von etwa 
pu 4 an bis in den alkalischen Bereich wandert. Trotz dieser Anderung 
in dem Verhalten des indirekten Bilirubins zeigen jedoch auch bei diesen 
Versuchen beide Gallenfarbstoffe deutlich verschiedene Ry-Werte und 
gut getrennte Maxima. 

Um sicher zu sein, daB die beiden Bilirubine bei der Papierchromato- 
graphie nicht oxydiert werden und ihre Reaktionsfihigkeit behalten, 
haben wir am Ende des Versuches die Farbstofflecken mit diazotierter 
Sulfanilsdure behandelt. Dabei hat es sich gezeigt, daB beide Pigmente 
auch auf dem Papier ohne weiteres zum Azofarbstoff gekuppelt werden 
kénnen. Da beide Gallenfarbstoffe im sauren Milieu mit diazotierter 
Sulfanilsdure reagieren, sobald sie an das Papier adsorbiert sind, ist aller- 
dings unter diesen Bedingungen eine Differenzierung zwischen ihnen 
auf Grund ihrer verschiedenen Reaktionsfihigkeit nicht ohne weiteres 
méglich. Wir haben deshalb mit jedem Lésungsmittel eine Anzahl von 
Chromatogrammen auf dickerem Papier hergestellt, die Gallenfarbstoffe 
eluiert und dann ihre Reaktionsart nach Flecken getrennt im Reagens- 
glas bestimmt. Dabei haben wir gefunden, da die aufgetragenen Sub- 
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stanzen wahrend der Chromatographie nicht zerst6rt werden. Insbeson- 
dere findet nie ein Ubergang des einen Bilirubins in das andere statt. 

Bei unseren Untersuchungen haben wir im Gegensatz zu den Be- 
funden an serumeiweiBgebundenen Farbstoffen von Kiihn und Beck!® 
beobachtet, da der indirekte Farbstoff in eiweiBfreier wir. Lésung 
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Abb. 3. Papierchromatogramm von direktem und indirektem Bilirubin auf 
Schleicher & Schiill-Papier 2043b, entwickelt mit n/10-NaOH. Links wurden zwei 
Flecken direkten Pigments, rechts zwei Flecken indirekten Bilirubins und in der 
Mitte eine Mischung von beiden aufgetragen. Laufzeit 3 Stdn. 30 Min. bei 18°. 
Die Startpunkte sind durch Oxydationsprodukte des Bilirubins (Biliverdin ?) 
gekennzeichnet, die in geringer Menge in den Bilirubinlésungen entstanden sind 
und unter diesen Versuchsbedingungen nicht im Chromatogramm wandern. 


schneller oxydiert wird als der direkte. Die Farbstoffausbeute ist bei den 
Eluaten des indirekten Bilirubins daher haufig gering und ergibt viel- 
fach weniger als 3 mg®/). Das direkte Pigment ist dagegen stabiler. Die 
Analysen der Eluate ergeben 5 und mehr mg®/, direktes Bilirubin. 

Zur Klarung der Frage, ob durch die Behandlung mit iiber 50-proz. 
Athanol indirektes Bilirubin in direktes umgewandelt wird, haben wir 
Bilirubin ,,Homburg“ in 70-proz. Athanol gelést. Nach Abdampfen des 
Alkohols im Vak. und Lésung des Trockenriickstandes in Wasser hat es 





10H. A. Kiihn u. H. Beck, Klin. Wschr. 29, 27 [1951]. 
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sich gezeigt, daB der Farbstoff unverindert indirekt reagiert. Das in - 
direkte Bilirubin wird also — genau wie das direkte? — durch die Eir- 
wirkung des Athanols chemisch nicht veriindert. 


Diskussion 


In den vorliegenden Untersuchungen wurden das direkte und in- 
direkte Bilirubin durch Chromatographie auf Filtrierpapier getrennt. 
Dabei haben wir zunichst in Ubereinstimmung mit Moncke? 
gefunden, daB der direkt reagierende Gallenfarbstoff bei der Verwenduny 
von Chloroform als Lésungsmittel am Startpunkt haften bleibt, wahrend 
der indirekt reagierende annahernd mit der Lésungsmittelfront wandert. 


Das Ausbleiben der Wanderung des direkten Bilirubins muB aut 
seine Unléslichkeit in Chloroform zuriickgefiihrt werden. Da aber auch 
das Dinatriumsalz des indirekten Bilirubins gut in Wasser und kaum 
in Chloroform léslich ist, verhalt es sich bei der Chromatographie mit 
Chloroform wie direktes Bilirubin: Es bleibt gleichfalls am Startpunkt 
haften. Eine Trennung von direktem und indirektem Bilirubin ist daher 
bei der Verwendung von Chloroform nicht ohne weiteres méglich. 

Keinesfalls darf aus dieser Beobachtung der SchluB gezogen werden, 
da8 der Unterschied zwischen dem direkten und indirekten Bilirubin 
auf einer Salzbildung beruht, daB also das direkte Bilirubin ein Salz des 
indirekten Bilirubins darstellt, denn es ist durch friihere Untersuchungen 
bekannt, daB der direkt reagierende Gallenfarbstoff auch bei stark sauren 
pu-Werten bestiindig ist. 

Die Chromatographie mit Chloroform hat schlieBlich wegen der 
Unloéslichkeit des direkten Bilirubins den Nachteil, daB beide Bilirubin- 
formen nicht als Mischungen aufgetragen werden kénnen. 

In weiteren Versuchen haben wir an Stelle des Chloroforms waBrige 
Lésungen (Puffer) verwandt. Die Chromatographie mit rein waBrigen 
Lésungen ist erstmalig von Moore und Stein" zur Trennung an Starke- 
siiulen beschrieben und von Martin™ im Sinne einer Verteilung zwischen 
dem stationaren, cellulosestandigen Wasser und der wandernden Puffer- 
bzw. Salzlésungsphase gedeutet worden. Dieses Verfahren hat den Vor- 
teil, da& beide Bilirubine zusammen gelést und gemeinsam aufgetragen 
werden kénnen. AuBerdem kénnen die Versuchsbedingungen durch Ab- 
stufung des py’s weitgehend variiert werden. Hierbei gelingt eine ein- 
wandfreie Trennung der beiden Tetrapyrrolfarbstoffe. Trigt man die 
Ry-Werte der beiden Gallenfarbstoffe auf der Ordinate eines Koordi- 
natensystems ein, auf dessen Abscisse die pu-Werte der waBrigen Farb- 
stofflésungen stehen, so erhalt man die in der Abb. 2 wiedergegebenen 
Kurven: Wahrend beide Bilirubine im alkalischen Milieu relativ hohe 
Ry-Werte besitzen, wandert im neutralen und sauren Bereich nur das 


1 St. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 178, 53 [1949]. 
12 A, J.P. Martin, Annu. Rev. Biochem. 19, 517 [1950]. 
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direkte Bilirubin. Beide Bilirubine haben also charakteristische Rp-Wert- 
Kurven, die in ihrem Verlauf weitgehend mit den friiher beschriebenen 
Kupplungskurven? iibereinstimmen. 

Diese Beobachtungen werten wir —- genau wie unsere friheren Be- 
funde — als weiteren Hinweis auf die chemische Verschiedenheit der 
beiden Gallenfarbstoffe. Da es méglich ist, beide Bilirubine aus Mischun- 
gen voneinander zu trennen, glauben wir mit dieser Methode einen Weg 
zur Reindarstellung des direkten Bilirubins gezeigt zu haben. 

Bei unseren Versuchen haben wir eine deutliche Abhangigkeit der 
Wanderungsgeschwindigkeiten von den gleichzeitig mit den Farbstofien 
aufgetragenen Substanzen beobachtet. Die Annahme, da auch die Be- 
standteile des Blutes bzw. Urins die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Gallenfarbstoffe beeinflussen kénnen, finden wir dadurch bestitigt, dai 
bei den verschiedenen Ausgangsmaterialien des direkten Bilirubins 
haiufig Unterschiede in den Ry-Werten beobachtet werden. 

Die unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit der beiden Pyrrol- 
farbstoffe ist besonders deutlich, wenn beide Pigmente unter dem gleichen 
EinfluB von Milieufaktoren stehen. Sie lassen sich aus Mischungen 
einwandfrei voneinander trennen. Tragt man dagegen beide Farbstoffe 
unabhangig voneinander auf, so kann man durch einen unterschiedlichen 
Zusatz von Salzen, Alkohol oder Chloroform ihre Wanderung derart ver- 
langsamen bzw. beschleunigen, daB beide annahernd gleiche Ry-Werte 
besitzen. Es haben daher nur diejenigen Ansiatze Beweiskraft, bei denen 
die Pigmente gemeinsam gelést und als Gemisch aufgetragen werden. 

Die Versuche mit Glykokollpuffern beanspruchen insofern eine 
Sonderstellung, weil bei ihnen das indirekte Bilirubin auch im schwach 
sauren und neutralen Bereich wandert. Wir nehmen an, da es hier zu 
einer Glykokoll-Bilirubinverbindung (Fischer und Orth) gekommen 
ist, die auf Grund ihrer verschiedenen Loslichkeit andere Ry-Werte hatte. 
Eine eindeutige Trennung vom direkten Pigment, das unter der gleichen 
Glykokoll-Einwirkung stand, war auch hier zu beobachten. 


Zusammenfassung 


1. Direktes und indirektes Bilirubin lassen sich durch Chromato- 
graphie auf Filtrierpapier voneinander trennen. 

2. Die Chromatographie mit rein waBrigen Lésungen hat sich als 
besonders geeignet erwiesen, da sich nur unter diesen Versuchsbedingun- 
gen beide Bilirubinformen gemeinsam auftragen lassen. 

3. Die Tatsache, daB direktes und indirektes Bilirubin sehr unter- 
schiedliche Ry-Werte besitzen und sich ohne weiteres chromatographisch 
voneinander trennen lassen, wird als weiterer Hinweis auf ihre chemische 
Verschiedenheit gewertet. 
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Uber antiarthritisch wirksame Abkémmlinge 
des 1-Pheny]-2.3-dimethy]-4-oxyacetyl-pyrazolons 
Von ‘ 
Bernhard Zorn und Felix H. Schmidt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Friedrich-Schiller- Universitat Jena, 
Direktor: Prof. Dr. med. Bernhard Zorn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, August 1954) 


Vor einiger Zeit berichteten Zorn und Mankel? tber einige Deri- 
vate des 2-Phenyl-4-oxyacetyl-chinolins, die im Formaldehyd- 
arthritis-Test der weiBen Ratte?* eine ausgesprochene antiarthri- 
tische Wirkung zeigten. Dabei konnte nachgewiesen werden, dal 
diese Wirkung zu einem wesentlichen Teil auf der Keto-alkohol-Gruppe 
—CO -CH,OH beruht. 

Bekanntlich ist den Steranabkémmlingen vom Typus der Gluko- 
corticoide, die diese Ketolgruppe am C-Atom 17 tragen, eine aus- 
gesprochene Heilwirkung auf rheumatische Zustinde eigen. Aber auch 
einfacher gebaute Ringsysteme k6nnen antirheumatisch wirksam wer- 
den, wenn man diese Gruppierung in ihr Molekiilgefiige einfiihrt. So 
zeigten sich Verbindungen mit einem Phenyl-, Diphenyl- oder Stilben- 
kern, die durch eine der folgenden Gruppicrungen —CO-CH,OH oder 
—CH(OR)-CO-CH,OH oder R,CH-:CO-CH,OH substituiert wurden, im 
Tierversuch aéhnlich wirksam wie die gegen Arthritis wirksamen Neben- 
nierenrindenhormone ‘. 

Es war daher fiir uns von besonderem Interesse, festzustellen, wie 
eine solche Ketolgruppe die pharmakologisch-therapeutischen Eigen- 
schaften der Pyrazolone verindern wiirde, also von Verbindungen, 
denen seit Jahrzehnten eine fiihrende Rolle in der Rheumabehandlung 
zukommt. Fiir unsere Untersuchungen wahlten wir zuniéchst das Anti- 
pyrin, weil das Wasserstoff-Atom am C* des Pyrazolonringes relativ 
leicht substituierbar ist. 

Fir die Einfiihrung der —CO-CH,OH-Gruppe ergaben sich im 
Prinzip zwei Méglichkeiten: Entweder benutzt man als Ausgangsmate- 
rial die von Kaufmann und Huang? beschriebene Antipyrincarbon- 
sdure-(4), tiberfiihrt sie in das Saurechlorid und gewinnt iiber das 


1 B. Zorn u. A. Mankel, diese Z. 296, 239 [1954]; Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 228, 362 [1954]. 

2 Hn Selye, Brit. med. J. 1949 II, 1129. 

’ B. Zorn u. Mitarbb., Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 8, 850 [1953]. 

4 W. Logemann u. P. Giraldi, diese Z. 289, 19 [1951]. 
5 H. P, Kaufmann u, L, 8, Huang, Ber, dtsch, chem. Ges. 75, 1222 [1942]. 
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Diazoketon den Ketoalkohol, oder man 1é8t Antipyrin mit Acetoxy- 
acetylchlorid im Sinne einer Friedel-Craftsschen Ketonsynthese 
reagieren und spaltet unter milden Verseifungsbedingungen schlieBlich 
die Acetylgruppe ab. Die Darstellung des Ketoalkohols itiber Antipyrin- 
siure, Antipyrinsaurechlorid und Antipyryl-diazoketon erwies sich je- 
doch als zu umstindlich, so daB wir im folgenden nur die Friedel- 
Craftssche Ketonsynthese angewendet haben. Dabei zeigte es sich, 
daB bei der Herstellung halogensubstituierter Ketone noch einfacher 
verfahren werden kann. 

Uber 4-Acyl-Vérbindungen des Antipyrins sind nur wenige Arbeiten bekannt 
geworden. Rabe® hat unter Leitung von Knorr das 4-Benzoylderivat des Anti- 
— hergestellt, und in einer Patentschrift ist das 4-Acetylderivat beschrieben 
worden’. 

Spaiter hat E. Benary® mittels der Friedel-Craftsschen Ketonsynthese 
verschiedene Halogenfettsiurechloride mit Antipyrin umgesetzt, mit dem Ziel, zu 
Aminoketonen zu gelangen und diese durch Reduktion in die entsprechenden 
Alkohole zu iiberfiihren, allerdings ohne den gewiinschten Erfolg. SchlieBlich 
haben Kaufmann u. Mitarbb.® eine groBe Anzahl von Antipyryl-(4)-ketonen 
dargestellt, indem sie fiir diese Synthesen sowohl das Chlorid der Antipyrinsaiure 
als auch vornehmlich aromatische und heterocyclische Carbonsaiurechloride mit 
Antipyrin umsetzten. Sie gingen dabei von der Zielsetzung aus, Pyrazolonketone 
mit gesteigerter hypnophorer Wirkung herzustellen. 

Um zu 1-Phenyl-2.3-dimethyl-[4-acetoxy-acety] |-pyrazolon-(5) zu 
gelangen, haben wir Acetoxy-acetylchlorid” mittels Aluminiumchlorids 
mit Antipyrin umgesetzt. Das entstandene Keton war mit dem von 
E. Benary auf anderem Wege dargesteliten Acetoxyacetylantipyrin (I) 
identisch. Die Verseifung zur Oxyacetylverbindung II gelang glatt und 
in guter Ausbeute mit Hilfe von Bariumcarbonat. 


I: R=CH,;-COO— III: R = BrCH,-COO— 
Il: R= HO— IV: R=CICH,-COO— 
R-CH,-CO-C C—CH, coo— coo— 
| | | 
oc N —CH, AN _OH Pa de 
\NY Vv: R=| | VI: R= | yen 
| V WA¢ Oot 
C,H, VY uX 


VII: R= C,H,-0— 


Die Bromacetylverbindung lieB sich ebenfalls mit Hilfe einer 
Friedel-Crafts-Reaktion darstellen. Auch von hier aus fiihrt ein 
Weg zur Oxyacetylverbindung, wenn man mit Kaliumacetat in absol. 
Athanol verkocht und anschlieBend verseift. Diese Reaktion verliuft 
erwartungsgemaB schneller als mit der analogen Chlorverbindung. 


6 P. Rabe, Dissertat. Jena, 1895. 

7 Hoechster Farbwerke (vorm. Meister, Lucius & Briining), Dtsch. 
Reichs-Pat. 270487, zit. nach Chem. Zbl. 1914 I, 1040. 

8 E. Benary, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 924 [1933]. 

® H. P. Kaufmann, L. S. Huang u. H.-J. Biickmann, Ber. dtsch. chem. 
Ges. 75, 1236 [1942]. 
10 R. Anschiitz u. W. Bertram, Ber. dtsch. chem. Ges. 86, 466 [1903]. 
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Das 4-Chloracetyl-antipyrin laBt sich in guter Ausbeute darstellen, un 
wenn man Monochloressigsiure in Gegenwart von Phosphoroxychlorid fo 
auf Antipyrin einwirken laBt. @ 

Es schien weiterhin interessant, Ester darzustellen, die als Saure- 4 
komponente eine Phenylchinolincarbonsiure oder die Salicylsaure tra- 
gen, da in diesen Verbindungen beide Komponenten fir sich groBe Be- 
deutung bei der Behandlung rheumatischer Krankheiten erlangt haben. oh 
Sie wurden jeweils durch Umsetzen von Bromacetylantipyrin mit den un 
Alkalisalzen der genannten Saéuren gewonnen. un 

SchlieBlich erwies sich auch 4-Athoxy-acetyl-antipyrin im Tier- i 
versuch als antiarthritisch wirksam. Seine Herstellung erfolgte aus ur 
Athoxyessigsaéurechlorid™ und Antipyrin in Gegenwart von Aluminium- 
chlorid (Schmp. 153°). (2 

Beschreibung der Versuche _ 

1-Pheny1-2.3-dimethyl-4-[acetoxy-acetyl]-pyrazolon-(5) (I): 3¢ D 
Acetoxy-acetylchlorid” werden in 30 ccm Schwefelkohlenstoff suspendiert. 30 
In die Schwefelkohlenstoff-Suspension werden nacheinander 4,2 g Antipyrin fh 
und 4,5 g Aluminiumchloridpulver eingetragen. Es tritt schon in der Kalte leb- bit 
hafte Entwicklung von Chlorwasserstoff auf, die durch 2stdg. Erhitzen auf dem fai 
Wasserbad zu Ende gefiihrt wird. Der Schwefelkohlenstoff wird dann im Vak. 
weitgehendst verjagt und der Riickstand mit Eiswasser zersetzt. Die ungelésten (2 
Kristalle werden aus heiBem Wasser umkristallisiert und schmelzen bei 176° 
(Schmp. nach Benary bei 173—174°). Die farblosen Nadeln lésen sich in Alkohol, 
Chloroform, Aceton und heiBem Wasser; sie sind dagegen unléslich in Ather und 
Petrolather. vO 

22,93 mg Sbst.: 52,03 mg CO,, 11,16 mg H,O. — 24,59 mg Sbst.: 2,017 cem N, Se 
(25°, 749,5 mm). 

C,5H,,0,N, (288,3) Ber. C 62,14 H5,59 N9,72 
Gef. C 62,31 H5,67 N9,78 Bs 
1-Pheny1-2.3-dimethyl-4-oxyacetyl-pyrazolon-(5) (II): 2 g der Ver- 10 
bindung I werden in 100 cem Wasser eingetragen und nach Zusatz von 10 g Nz 
Bariumcarbonat 2 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Es wird heiB abfiltriert, auf ein re 
Volumen von 20 ccm eingeengt und zweimal mit je 10 ccm Chloroform ausge- Sri 
zogen, sodann mit Natriumsulfat getrocknet und die Chloroformlésung mit einem 
UberschuB von Petrolather versetzt. Dabei fallt das Keton schwachgelb gefarbt 
aus. Noch einmal in Chloroform aufgenommen und wieder ausgefallt, bildet es 
ein farbloses Kristallpulver, das sich gut in Wasser, Athanol, Chloroform und 
Aceton lést. Schmp. 124,5°; Ausb. 1,26 g (70% d. Th.). 
20,38 mg Sbst.: 47,5 mg CO,, 11,0 mg H,O. — 24,35 mg Sbst.: 2,469 cem N, 30 
(32°, 757 mm). ss 
C,3H,,0;H, (246,3) Ber. C6340 H5,73 N 11,38 W 
Gef. C 63,60 H6,04 N 11,30 de 
1-Pheny1-2.3-dimethyl-4-bromacetyl-pyrazolon-(5) (III): 25g Anti- 
pyrin werden nach und nach mit 14,9g Bromacetylbromid verrihrt. Die a 
sich unter starker Erwarmung bildende halbfeste Masse wird 10 Min. im Sandbad } 
auf 105° erhitzt und nach 2 Stdn. mit Wasser verriihrt. Nach Zugabe von Ammo- 
niak fallt das Halogenketon als braune Kristallmasse aus. Es bildet aus Athanol (2 
11M. Sommelet, Ann. Chimie 2, 489 [1906]. 
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unkristallisiert, farblose Tafeln vom Schmp. 151°. Gut léslich in Alkohol, Chloro- 
form und Aceton, dagegen schwer léslich in Wasser und Ather. 
26,41 mg Sbst.: 59,1 mg CO,, 12,89 mg H,O. — 24,63 mg Sbst.: 2,008 com N, 
(24°, 742 mm). 
C,3H,,0.N,Br (309,2) Ber. C 50,48 H4,20 N 9,06 
Gef. C 50,57 H4,29 N 9,22 


1-Pheny]1-2.3-dimethyl-4-chloracetyl-pyrazolon-(5) (IV): 20g Mono- 
chloressigsaure, 20 g Phosphoroxychlorid und 35 g Antipyrin werden 1 Stde. 
unter RiickfluB bei 100° erhitzt. Nach einigen Stdn. wird mit Wasser verriihrt 
und mit verd. Natronlauge alkalisch gemacht. Das Keton scheidet sich dabei als 
gelbbraun gefarbte Masse ab, die, mehrmals aus Athanol umkristallisiert, farblose 
Tafeln vom Schmp. 167° bildet. Die Verbindung lést sich gut in Chloroform, Aceton 
und Athanol, schwer in Wasser, Ather und Benzol. 
27,46 mg Sbst.: 67,23 mg CO,, 13,02 mg HO. — 23,88 mg Sbst.: 2,289 com N, 
(26°; 751 mm). 
C13H,,0.N.Cl (264,7) Ber. C5998 H4,95 N 10,58 
Gef. C 59,07 H4,97 N 10,63 


1-Pheny1-2.3-dimethyl-4-[salicoyl-oxyacetyl]-pyrazolon-(5) (V): 
Die Lésung aus 3g der Verbindung III und 1,6g Natriumsalicylat in 
30 ccm absol. Athanol wird 12 Stdn. auf dem siedenden Wasserbad unter Riick- 
fluB erhitzt. Vom ausgeschiedenen Natriumbromid wird abfiltriert und die Ver- 
bindung durch Wasser ausgefallt. Aus verd. Alkohol umkristallisiert, bildet sie 
farblose kleine Nadeln vom Schmp. 196°. 
34,20 mg Sbst.: 82,7 mg CO., 17,09 mg H,O. — 30,57 mg Sbst.: 2,115 com N, 
(26°, 759 mm). 
C,3H,,0,N. (326,3) Ber. C 66,24 H5,56 N 7,65 
Gef. C 66,33 H5,51 N 7,69 
Durch Behandeln der Verbindung V mit Acetanhydrid in Gegenwart 
von Natriumacetat wird 4-[Acetylsalicoyl-oxyacetyl]-antipyrin vom 
Schmp. 140° erhalten. 


2-Phenyl-chinolin-carbonsaure-(4)-ester des 4-Oxyacetyl-anti- 
pyrins (VI): Die Suspension von 2,8 g 4-Bromacetyl-antipyrin und 2,45 g 
Natriumsalz der 2-Phenyl-chinolin-carbonsaure-(4) in absol. Athanol wird 
10 Stdn. unter RiickfluB auf dem Wasserbad erhitzt. Vom ausgeschiedenen 
Natriumbromid wird hei8 abfiltriert. Aus dem alkoholischen Filtrat kristallisiert 
der Ester in glainzenden Schuppen vom Schmp. 144° aus. Léslich in Chloroform 
und heiBem Athanol, kaum léslich in Wasser, Ather und Benzol. 


22,03 mg Sbst.: 1,86 ccm N, (23°, 751 mm). 
C.,H2.0,N; (477,5) Ber. N8,79 Gef. N 8,96 


1-Phenyl-2.3-dimethyl-4-[athoxy-acetyl]-pyrazolon-(5) (VII): Zu 
einer Suspension von 28 g Antipyrin in 120 ccm Schwefelkohlenstoff werden 
30 g feingepulvertes Aluminiumchlorid und 28 g Athoxy-acetylchlorid ge- 
geben. Die von selbst einsetzende Reaktion wird durch 4stdg. Erhitzen auf dem 
Wasserbad fortgesetzt. Dann wird vom Schwefelkohlenstoff im Vak. befreit und 
der Riickstand mit Eiswasser zersetzt. Dabei fallt das entstandene Keton als 
farblose Kristallmasse aus. Aus Athanol umkristallisiert, bildet es farblose 
Blattchen vom Schmp. 153°. Die Verbindung lést sich in Alkohol, Aceton und 
Chloroform, dagegen ist sie fast unléslich in Wasser und Ather. 
28,17 mg Sbst.: 73,43 mg CO,, 15,02 mg H,O. — 31,60 mg Sbst.: 2,587 com N, 
(26°, 746 mm). 
C,;H,,O;N, (274,83) Ber. C 65,67 H661 N 10,21 
Gef. C 65,89 H 6.73 N 10,95 
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Pharmakologische Auswertung 

Die antiarthritische Wirkung der hier beschriebenen Substanzen wurde wie 
friher an der Formaldehyd-Arthritis der weiBen Ratte untersucht} °, 
Uber die Ergebnisse wird an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet. Die Dosierung 
betrug fiir simtliche Verbindungen 5 mg/100 g Tiergewicht. Mit Ausnahme des 
4-Oxyacetyl-antipyrins (II) waren alle Substanzen schwer ldslich oder fast un- 
léslich in Wasser; sie muBten daher in 1.3-Butylenglykol gelést eingespritzt wer- 
den. Das 4-Oxyacetyl-antipyrin (II) erwies sich im Vergleich zum einfachen 
Antipyrin als starker antiarthritisch wirksam, besonders in Kombination mit 
Natriumsalicylat. Das 4-[Acetoxy-acetyl]-antipyrin (I) glich hinsichtlich 
seiner Wirkung der unveresterten Verbindung. Der Salicylsiureester (V) war 
schwacher wirksam und erwies sich auBerdem als verhaltnismaBig toxisch. Das 
gleiche trifft fiir den 2-Phenyl-chinolin-carbonsaure-(4)-ester der 4- 
Oxyacetyl-Verbindung (VI) zu; auch er zeigte eine relativ geringe anti- 
arthritische Wirkung bei gleichzeitiger hoher Giftigkeit. DaB die toxische Eigen- 
schaft nicht durch das Lésungsmittel bedingt war, konnte durch anderweitige 
Versuche festgestellt werden. Dagegen erwies sich das 4-[Athoxy-acetyl]- 
antipyrin (VII) sowohl bei subcutaner als auch bei peroraler Darreichung als 
sehr gut antiarthritisch wirksam. 

Die nach dem Verfahren von d’Amour und Smith” vorgenommene Priifung 
der analgetischen Wirkung ergab, daB die Analgesie beim 4-Oxyacetyl- 
antipyrin (II) schnell wieder abklingt, wahrend die von dieser Verbindung her- 
gestellten Ester eine wesentlich langere Wirkungsdauer besitzen. 

AuBerdem zeigte es sich, daB die hier beschriebenen Verbindungen eine recht 
gute antipyretische Wirkung aufweisen. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber das 1-Phenyl-2.3-dimethyl-4-oxyacetyl-pyrazolon-(5) 
sowie iiber einige Derivate dieser Verbindung berichtet, die mit Hilfe 
von Friedel-Crafts-Synthesen dargestellt wurden. 4-halogenacetylierte 
Pyrazolone lieBen sich bereits aus Halogencarbonsduren und Antipyrin 
mit Hilfe von Phosphoroxychlorid synthetisieren. Einige von ihnen 
erwiesen sich im Tierversuch als ausgesprochen gut antiarthritisch 
wirksam. Am stirksten wirkte das 4-Oxyacetyl-antipyrin (II) in Kom- 
bination mit Natriumsalicylat. 


122 F, E.d’Amour u. D. L. Smith, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 72, 74 
[1941]. 
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Uber den Nachweis von Adenin auf 
Papierchromatogrammen von Nucleoproteid-Hydrolysaten 
Von 
Hermann Boser 


Aus dem Diabetikerheim und Forschungsinstitut fiir Diabetes Garz und Karlsburg 
(Direktor Prof. Dr. G. Katsch), Karlsburg Kreis Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Juni 1954) 


Ein gutes Spriihreagens, wie es etwa das Ninhydrin fiir Aminosiuren 
darstellt, ist fiir Purin- und Pyrimidin-Derivate bisher nicht bekannt?. 
In einer kurzen Mitteilung berichtete Verf.? tiber den Nachweis (Vio- 
lettfirbung) von Adenin auf Papierchromatogrammen mit 1.2-naph- 
thochinon-4-sulfonsaurem Natrium (Folins Reagens auf Aminosiuren). 
Dieses Reagens, von Miiting* zur Anfarbung von Aminosauren (bunt ) in 
die Papierchromatographie eingefiihrt, erlaubt demnach auf demselben 
Papierchromatogramm neben einer qualitativen Aminosiureanalyse die 
Frage zu entscheiden, ob der untersuchte Eiweibstoff ein — adenin- 
haltiges — Nucleoproteid ist. Da diese Frage des dfteren im bio- 
chemischen Laboratorium auftaucht, haben wir die Reaktion naher 
untersucht. 

Allgemeines zur Reaktion von Adenin mit Folins Rea- 
gens: Unvorbehandeltes Adenin, desgleichen Nucleosid, Nucleotid und 
Nucleinséure — in verdiinnter Saéure oder Alkali kalt gelést — geben 
mit sodaalkalischer Naphthochinonsulfonsiure-Losung weder auf Papier 
noch im Reagensglas eine Farbreaktion. Die charakteristische Violett- 
farbung — sie erinnert lebhaft an die bekannte Anfairbung der Amino- 
siuren mit Ninhydrin — tritt erst nach Vorbehandlung durch Erhitzen 
mit Saéure auf, doch sind die Reaktionsbedingungen fiir Nucleosid, 
Nucleotid und Nucleinsaéure so milde, daB eine Sprengung des Purin- 
skeletts oder andere tiefgreifende Verainderungen ausgeschlossen sind. 
,»arbgebendes Adenin“ ist in seiner Wanderungsgeschwindigkeit iono- 
phoretisch (stark basisch!) und chromatographisch nicht von. unvorbe- 
handeltem Adenin zu unterscheiden. Die Zuckerkomponente 1aBt sich 
an anderer Stelle des Chromatogramms nachweisen‘; ninhydrinpositive 


1 Die Nachweismethoden im gefilterten UV-Licht von ~~ 260 my sind durch 
die Absorption der Aminosauren — Cystin, Tryptophan, Histidin, Tyrosin, Phenyl- 
alanin — im gleichen Bereich nur sehr bedingt brauchbar. 

2 H. Boser, Naturwissenschaften 40 , 462 [1953]. 

3 D. Miiting, Naturwissenschaften 39, 303 [1952]. 

4 Wird ein Chromatogramm (Phenol —0,03-proz.NHj;) langshalbiert, so 
i einerseits die Ribose bei Rr 0,62 nachweisen, andererseits das Adenin 
vei Rr ~ 0,8. 
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Stoffe, wie sie beim Abbau des Adenins zu Kohlendioxyd, Ammoniak 
und Glykokoll auftreten miBten, lassen sich nicht nachweisen. 

Wir vermuten eine Umlagerung unter Beteiligung der Imino- 
gruppe 7 oder 9, da diese im Sinne von Troll wahrscheinlich mit der 
Naphthochinonsulfonsaure reagiert. W. Tro11° hat die Reaktion zwischen 
Iminosauren und ahnlichen Verbindungen mit Folins Reagens eingehend 
untersucht. Die Aminogruppe des Adenins in Stellung 6 kommt fiir die 
Reaktion nicht in Frage, da Hypoxanthin ebenfalls reagiert. Wie weiter 
unten gezeigt wird, ist Adenin nur schwierig in die farbgebende Base 


14a <Adenin* i4ak 


Abb. 1. Chromatogramm mit wasser- 
gesitt. n-Butanol. Adenin* = saure- 
hydrolysierte Adenosin-3-phosphorsaure ; 
14a (14ak) = Saiurehydrolysat eines Nu- 
cleoproteides mit 2,83 (2,67)°% organ. 
Phosphat. Farbpositiver Untergrund = 
unvollstandig getrennte Aminosiauren. 





iiberfiihrbar; sobald jedoch eine Bindung mit Ribose zum Adenosin 
vorliegt, geht die ,, Umlagerung“ sehr leicht. Nucleotid und Nucleinsiure 
reagieren wie Adenosin, die Phosphorsiure und die Bindung im Nuclein- 
siuremolekiil sind also belanglos. 

Anfairbung der nucleinséiureaufbauenden Purin- und 
Pyrimidinbasen: Das Chromatogramm eines Hydrolysates von Hefe- 
nucleinsaure zeigt nach Bespriihen mit sodaalkalischer Naphthochinon- 
sulfonsdéure-Lésung zwei farbige Flecke, den bereits beschriebenen, tief- 
violetten des Adenins und einen rein blauen des Guanins. 

Fir Nucleoproteid-Hydrolysate kommt nur der Anfarbung des Ade- 
nins praktische Bedeutung zu; keine Aminosiaure liefert einen ahnlichen 
Farbton. Bei Nucleoproteiden mit etwa 2°, organischem Phosphat ist 
die violette Zone des Adenins die weitaus markanteste des ganzen Chro- 
matogrammes (Abb. 1) und kann kaum verwechselt werden. Die Blau- 
farbung des Guanins (nur etwa 4/,) so empfindlich wie Adenin) geht 
meist in der ,,Aminoséurekulisse“ unter, sie ist jedoch fiir eiweiBfreie 
Nucleinsiure-Hydrolysate durchaus brauchbar. Die Graublaufarbung 


5 W. Troll, J. biol. Chemistry 202, 479 [1953]. 
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des Cytosins (nur 4/,9) so empfindlich wie Adenin) ist selbst fiir diesen 
Zweck schon zu schwach. Thymin farbt iiberhaupt nicht an, 5-Methyl- 
cytosin stand nicht zur Verfiigung. 

Lésungsmittel fiir die Papierchromatographie: Die Wahl 
richtet sich nach den Erfordernissen der Aminoséureanalyse. Wir haben 
mit sauren Gemischen stets bessere Erfahrungen gemacht als mit al- 
kalischen. Die Flecke sind dann scharfer und kleiner als bei den vielfach 
fiir Purin- und Pyrimidinbasen vorgeschlagenen ammoniakalischen, 
die Ry-Werte iiber einen gréBeren Bereich gleichmaBig verteilt. Tab. 1 


Tab. 1. Lage der violetten Adeninzone bei papierchromatographisch und 
ionophoretisch getrennten Nucleoproteid-Hydrolysaten*. 





Trennmittel Lage im Chromatogramm 





n-But.: Eg.: W. 4:1:5 . . . | Zwischen Glutaminséure und Alanin (Rr 
0,25—0,28) scharf begrenzt 





iso-Prop.: Eg.: W. 70:15:15 . | Zwischen Glutaminsiure und Alanin (Rr 
0,33—0,37) sehr scharf begrenzt 























Phenol ges. 0,03-proz. NH, . | Nahe Valin (Rr ~ 0,8) verwaschen 
Ionophorese po 5,5; Veronal- | etwas weiter kathodenwarts als Lysin, scharf 
puffer; 265V....... begrenzt, nicht immer védllig von Lysin 
getrennt 
n-But.: 0,6-n.NH, 6:1 .. . Ry 0,14—0,17 recht scharf begrenzt 
n-But. ges. Wasser... . . Ry 0,14—0,16 recht scharf begrenzt 


* Simtlich absteigend chromatographiert, Schleicher & Schill 2043b. 


zeigt die Lage der violetten Adeninzone auf Papierchromatogrammen 
von Nucleoproteid-Hydrolysaten, chromatographiert mit einigen Ge- 
mischen, die zur Aminosdureanalyse hiufig verwandt werden, sowie die 
Lage auf Ionophoresestreifen bei der Trennung eines Nucleoproteid- 
Hydrolysates, ferner die Ry-Werte in einigen Losungsmitteln, wie sie 
zur Trennung der Purin- und Pyrimidinbasen tiblich sind. 

Die Empfindlichkeit der Adeninfarbung auf Papier mit 
Folins Reagens liegt recht genau in dem Bereich des bekannten und 
bewahrten Zuckerspriihreagens Anilinbioxalat (-biphthalat), s. Tab. 2. 


Beschreibung der Versuche 


Zur Charakterisierung der Bedingungen, unter denen aus Adenin durch Saure- 
einwirkung ,,farbgebendes Adenin‘‘ gebildet wird, wurden folgende Versuche 
durchgefiihrt: 

1. Nucleoside, Nucleotide und Hefenucieinsiure wurden nach einer Methode 
gepriift, die wir ,,Tiipfelanalyse auf Filterpapier“’ nennen mochten. 

Beispiel: 20 mg Adenylsiure werden in einen kleinen Zweihalskolben mit 
Normalschliff eingewogen und mit 2,0 ml n-HCl auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Nach 5, 10 usw. Min. werden Proben von 0,10 ml entnommen. Diese werden 
in trockene 10-ml-Schliffkolben pipettiert und innerhalb weniger Sekunden im 

10* 
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Olpumpenvakuum bei niedriger Temperatur zur Trockne gebracht, wobei der 
Riickstand als kleine Kalotte an der tiefsten Stelle des Kolbens zuriickbleibt und 
nicht verspritzt. Dieser wird mit 0,2 ml Wasser aufgenommen und 4 yl davon 
(also 20» Adenylsiure) mittels geeigneter Kapillarpipette auf das Filterpapier 
aufgetragen (Abb. 2). 


- - = x* x KX xX + + 
i> © & Q@2Q 
0 Fe 10 15 20 25 30 45 60 min 


++ ++ MK. ....... 


7 90 105 120 135 150 180 210 240 min 
Abb. 2. Tiipfelanalyse auf Filtrierpapier; Abhangigkeit der Farbtiefe von der 
Erhitzungsdauer. Adenosin mit n-HCl auf 100° erhitzt. 1 Fleck = 20 y Adenosin. 
Grad der Violettfarbung mit Folinreagens — negativ, x schwach, + deutlich, 
+-+ stark, max... ab hier maximal. 


Nach diesem Muster wurden zwei Paletten angefertigt, die eine mit Folin- 
Reagens (0,2-proz. Lésung von 1.2-naphthochinon-4-sulfonsaurem Natrium in 
halbgesattigter Sodalésung, frisch bereitet!) auf Adenin angefairbt, die andere auf 
Ribose mittels Anilinbioxalats. 

Die Tab. 2 und 3 zeigen die Ergebnisse mit einigen Nucleosiden, Nucleotiden 
und Hefenucleinsaéure. Allgemein hinkt das Maximum der Folin-Anfarbung zeit- 
lich hinter dem Ribosemaximum nach. Setzt man den Beginn der maximalen 
Zuckeranfarbung gleich mit der vélligen Aufspaltung des N-Glykosides, so ist als 
Nebenbefund auf einfache Weise in erster Annaherung die Hydrolysegeschwindig- 
keit bestimmt. 

2. Die ribosefreien Purin- und Pyrimidinderivate sind viel schwerer in ,,farb- 
gebende‘“‘ umzuwandeln, es bedarf dazu einer mindestens 5-stdg. Einwirkung 
von 60-proz. Schwefelsaéure bei 100°. Wegen starker Salzverkrustung nach der 
Neutralisation treten bei der oben beschriebenen Tiipfelanalyse auf Filterpapier 
Unsicherheiten auf; die violette Farbung des Adenins ist aber auch hier noch gut 
zu erkennen. 

Als besser erwies sich folgende Arbeitsweise: 10 mg Purin werden: in einem 
kleinen Reagensglas mit Schliffstopfen in 0,3 ml Schwefelsaure, d1,49, gelést und auf 
dem siedenden Wasserbad erhitzt. Nach 6 Stdn. (oder langer) wird mit einem 
maBigen UberschuB Kristallsoda portionsweise versetzt und mit 1 ml einer 0,5-proz. 


Tab. 4. Auftreten der Farbreaktion mit Folin-Reagens bei ribosefreien Purinen, 
und Pyrimidinen; Erhitzungsdauer in Stdn. (100°; Schwefelsaure, d 1,46). 








0 6 16 24 
Stdn. Stdn. Stdn. Stdn. 

Hypoxanthin .... _ ae ee ees 
Menthin. ...... = ees a 
Harnséure...... = x = ats 
Guagm . 2... ts = ms ne ee 
Adenin ....... = eels eerie os 
MyIOd 5 ss es _ = = sh 
Veet. ee 8s = = et = 
CGM 5 6. kw es = = - 
Alloxan . . PMS. hints = 
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frisch bereiteten waBr. Lésung von naphthochinonsulfonsaurem Natrium iiber- 
schichtet. Im Falle positiver Reaktion tritt an der Phasengrenze sofort eine violette 
Zone auf, nach Durchmischen farbt sich die Lésung sofort intensiv violett. Spiater 
eintretende Verfarbungen werden nicht gewertet. In Tab. 4 sind die Ergebnisse 


wiedergegeben. 


Zusammenfassung 


Ein Sprithreagens zum gleichzeitigen Nachweis (durch Buntfarbung) 
von Adenin und Aminosiuren auf Papierchromatogrammen von Nucleo- 


proteid-Hydrolysaten wird angegeben. 
Die Spezifitat der Reaktion wird untersucht, ihr Mechanismus 


diskutiert. 
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Uber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsiuren 

ykog £ 4 
Ein Beitrag zur Physiologie der Nebennierenrinde 

s y s 

VII. Mitteil. 
Von 
W. Kutscher und M. Schippers 
(unter Mitarbeit von L. Pollack) 


Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Juli 1954) 


In der VI. Mitteil.1 untersuchten wir den Einflu8 der Alkali-Ionen 
auf die Glykogenbildung in der Leber und fanden zwei verschiedene 
Wirkungen: 

a) eine ,,Verzégerung® der Glykogenbildung, die allen Kationen 
gemeinsam ist, aber nur dann auftritt, wenn diese Ionen zusammen mit 
Bernsteinsaéure verfiittert werden. 

b) eine Verstaérkung des Glykogen-Abbaues, welche nur fiir das 
Natrium-Ion charakteristisch ist und sowohl bei Verfiittern von Glucose 
mit Natriumchlorid als auch von Natriumsuccinat in Erscheinung tritt. 
Diese Wirkung kann sowohl als direkt meBbarer verstirkter Abbau des 
Glykogens, als auch als mehr oder weniger betrachtliche Verminderung 
der gesamten Glykogenausbeute sichtbar werden. 

Die ,,Verzégerung®’ der Glykogenbildung fiihrten wir auf eine 
,Alkalosewirkung“ der Alkali-Ionen zuriick: die Bernsteinsiure ver- 
schwindet als Anion, und sie muB durch die aiquivalente Menge anderer 
Anionen ersetzt werden — ein Vorgang, der nach unseren Beobachtungen 
langsamer verlauft als die Entstehung des Glykogens. Infolgedessen 
begrenzt dieser Vorgang die Umwandlung der Bernsteinsaiure oder cer 
entsprechenden Kohlenhydratiquivalente in Glykogen, wodurch eine 
mehr oder weniger erhebliche Verzégerung der Glykogenzunahme in der 
Leber zustandekommt. 

Die Verstirkung des Glykogen-Abbaues deuteten wir als die Aus- 
wirkung der sog. ,,Natrium-Pumpe“‘: Das in erhGhtem MaBe in die Zelle 
hineindiffundierende Natrium wird mehr oder weniger schnell unter 
Energie- (und damit Glykogen-) Verbrauch aus der Zelle wieder elimi- 
niert. 

Im Zusammenhang mit unseren Befunden fiihren wir folgende Beobachtungen 


aus der Literatur an: 

Erhéht man die Kaliumkonzentration der Suspensionsfliissigkeit von iso- 
lierten Geweben iiber eine bestimmte Konzentration (etwa 40 mg%), so fiihrt 
dies zur Lahmung isolierter Muskeln oder zur Herabsetzung der Atmung von 


1 W. Kutscher u. M. Schippers, diese Z. 298, 34 [1954]. 
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Gewebeschnitten?*, Diese Grenzkonzentration an extrazellularem Kalium ist also 
erstaunlich niedrig und stimmt auffallig mit der Kaliumkonzentration im Serum 
nebennierenrinden-insuffizienter Organismen iiberein (—also etwa Morbus Addison 
oder nach Adrenalektomie —). Fleckenstein? konnte nun experimentell be- 
weisen, da8 allein durch die Erhéhung der extrazelluliren Kaliumkonzentration die 
bei Nebennierenrinden-Insuffizienz auftretende Muskeladynamie bedingt ist: bringt 
man namlich derartig adyname Muskeln nebennierenrinden-insuffizienter Tiere in 
eine Suspensionsfliissigkeit mit normaler Kaliumkonzentration (also unter40 mg%,), 
so sind sie auch wieder normal auf auBere Reize ansprechbar. Dies bedeutet, dai 
in erster Linie die den Kalium- und Natrium-Haushalt regulierenden Organe durch 
die Nebennierenrinden-Insuffizienz betroffen werden (also Leber und Niere), und 
daB die Erscheinungen an der Muskulatur sekundarer Art sind, verursacht durch 
die erhéhte extrazellulare Kaliumkonzentration. 

Verzar‘ deutete die Vorginge an der Muskulatur bei Nebennierenrinden- 
Insuffizienz als eine primare Stérung des Kohlenhydrat-Stoffwechsels der Zelle. 
Seine Experimente zeigen, daB ein (wenn auch nur geringer) Anteil des Kaliums 
aus dem extrazelluliren Raum in die Zelle wandert, wenn Glykogen entsteht. Er 
wird reversibel gebunden, und zwar kann die Bindung offensichtlich auf zweierlei 
Art stattfinden: in Form eines Symplexes zusammen mit Myosin und Glykogen, oder 
ionogen infolge der Zunahme von Saurevalenzen (,,Bindung‘‘ an Phosphorsaure). 
Beim Zerfall des Glykogens wird Kalium frei und verlaBt die Zelle, wofiir Natrium 
eintritt. Da die Bildung sowie der Zerfall von Glykogen mit Phosphorylierungs- 
prozessen einhergeht, spielt das Auftreten von Hexosephosphorséure bzw. freier 
Phosphorsaure eine sehr wichtige Rolle. Bei Nebennierenrinden-Insuffizienz wird 
nun das Kalium intrazellular nicht mehr gebunden, was nach Verzar auf dem Un- 
vermégen der Zelle beruhen soll, Phosphorylierungen durchzufiihren. Nach Flecken- 
stein soll die Ursache der Stérung im Kohlenhydrat-Stoffwechsel (der insuffizienten 
Muskulatur) in einem Versagen der an der Kalium- und Natrium-Regulation be- 
teiligten Organe liegen, was zur Erhéhung der extrazellularenKaliumkonzentration 
siihrt. Die Abnahme des Konzentrationsgefilles Kinnen/KauBen soll also die Ur- 
fache fiir die Stérung des Kohlenhydrat-Stoffwechsels der Zelle sein. 

Der gréBte Teil des intrazellularen Kaliums spielt insofern keine Rolle, als 
die ausschlaggebende wirksame Anderung des extrazellularen Kaliums bereits 
bei etwa 40 mg% liegt, also einer rel. geringen Verschiebung der Kaliumkonzen- 
tration innen/auBen entspricht'. 

DaB nicht nur Kalium, sondern auch Natrium fiir die Zellstoffwechselvorginge 
notwendig ist, ergibt sich schon aus der lang bekannten Tatsache, daB man den 
Zustand nebennierenrinden-insuffizienter Organismen durch Zufuhr von NaCl we- 
sentlich bessern kann. Es mag dies z. Tl. eine indirekte Wirkung des Natriums sein, 
indem es eine erhdhte Ausscheidung von Kalium und damit annahernd eine Normali- 
sierung der extrazellularen Kaliumkonzentration verursacht. Daneben allerdings 
spielt die extrazellulare Natriumkonzentration insofern eine Rolle, als geniigend 
extrazellulares Natrium vorhanden sein mu8, wenn der geregelte Austausch 
Kalium/Natrium durch die Zellmembran gewihrleistet sein soll. Die minimale Na- 
triumkonzentration, unterhalb derer die Muskelzellen unerregbar werden, liegt beim 
Warmbliiter etwa bei 50 mg%*. Die Natriumwerte im Serum nebennierenrinden- 
insuffizienter Organismen erreichen diese tiefen Werte nicht: bei Morbus Addison 
findet man héchstens Erniedrigung um 50°% der normalen Werte®. Daraus ergibt 


2 R. Taugner, M. Taugner, Th. Lohmiiller u. A. Fleckenstein, 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 210, 219 [1950]. 

* H. Frunder, diese Z. 291, 217 [1952]. 

4 F. Verzar, Lehrbuch der inneren Sekretion, Verlag Ars Medici Liidin AG., 
Liesthal 1948. 

5 G. Lukowsky u. H. Netter, Naturwissenschaften 39, 240 [1952]. 

6 R. F. Loeb, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 30, 808 [1933];J. Amer. med. Assoc. 
104, 2177 [1935]. 
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sich, da fiir das Versagen der Muskulatur bei Nebennierenrinden-Insuffizienz die 
Anderung der extrazellularen Kalium-Konzentration an erster Stelle verantwort- 
lich zu machen ist, und nicht die der Natriumkonzentration. 


Versuche mit Nebennierenrinden-Hormonen 

Die groBe Rolle, die (nach dem oben dargelegten) dem Natrium- 
und Kalium-Haushalt bei den Folgen und Erscheinungen der Neben- 
nierenrinden-Insuffizicnz zukommt, fiihrte uns auf den Gedanken, daB 
auch die von uns beobachteten Stérungen der Glykogenbildung bei der 
Verfiitterung von Alkalisalzen auf eine relative Insuffizienz der Neben- 
nierenrinde zuriickzufiihren sein kénnten, hervorgerufen durch eine 
Uberschwemmung des Organismus mit Alkali-Ionen. 

Um diese Frage zu priifen, verfiitterten wir Glucose bzw. Bernstein- 
siure mit Alkali, wie in Mitteil. VI angegeben, und applizierten gleich- 
zeitig mit der Fiitterung Percorten (wasserléslich, i. m. zu 2,5 mg pro 
Tier) bzw. Cortison (Suspension, i. m. zu 3,3 mg pro Tier) und in einer 
weiteren Versuchsserie ACTH (Adrenocorticotropin Schering, i. m. zu 
0,4 IE pro Tier), welches wir etwa 4 Stdn. vor der Fiitterung zufiihrten. 

Unsere Versuche mit dem Kaliumsalz der Bernsteinsaure 
ergaben folgendes Bild: Unter dem Einflu8 von Cortison wird das 
Maximum der Glykogenbildung bereits 3 Stdn. nach der Fiitterung 
erreicht statt nach 5 Stdn.; der Verzégerungseffekt des Kalium- 


Tab. 1. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsdure als Di- 
Kaliumsalz. 3,3 mg Cortison i. m. 








Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 330 11,4 1,069 
280 8,8 1,102 
225 7,2 0,508 
225 6,9 0,687 
260 7,9 0,851 
245 9,2 1,065 
265 8,1 1,383 
320 11,1 0,929 
300 9,4 1,576 














Mittelwert: .1,017 





nach 6 Stdn.: 225 6,9 0,674 
215 6,5 0,497 
230 6,9 0,442 
240 7,1 0,536 
245 6,1 0,700 
245 7,1 0,638 
255 8,3 0,966 
320 10,8 0,516 
280 7,4 0,609 














Mittelwert: 0,620 
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Ions ist also weitgehend aufgehoben und die Glykogenbildung normali- 
siert. Zu einer zusatzlichen Glykogenbildung scheint es nicht gekommen 
zu sein, obwohl beschrieben wird, daB die ,,Glukocorticoide“ bei nor- 
malen Ratten (allerdings nach vorangehender eiweiBreicher Diat) zu 
einer Vermehrung des Leberglykogens um etwa das Doppelte des 
Hungerwertes fiihren’. Verdoppelung des Hungerwertes bei unseren 
Versuchtieren bedeutet allerdings nur eine Zunahme um etwa 0,1 g°%, 
glykogen, also einen Wert, der noch durchaus in die methodische 
Schwankungsbreite fiele (Tab. 1). 

Auch das_,,Mineralocorticoid‘‘ Percorten (Desoxycorticosteron- 
glucosid) beeinfluBt die Glykogenbildung in der Leber ganz deutlich 


Tab. 2. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25g Bernsteinsaéure als Di- 
Kaliumsalz. 2, 5 mg Percorten i. m. 





























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g ‘| pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 250 a8 0,916 
260 8,0 0,868 
240 7,6 0,805 
230 8,7 0,820 
235 9,4 0,807 
240 10,5 0,689 
250 9,9 0,901 
255 11,4 0,713 
240 8,5 0,800 
Mittelwert: 0,814 
nach 4!/, Stdn.: 250 8,2 0,795 
230 7,3 0,777 
250 8,5 0,824 
260 9,2 1,078 
290 8,4 1,260 
320 9,2 0,945 
290 9,3 1,294 
265 7,6 0,810 
255 7,5 1,375 
Mittelwert: 1,017 
nach 6 Stdn.: 255 8,2 0,870 
240 P| 0,729 
275 8,0 0,610 
245 9,4 0,582 
280 11,2 0,924 
260 12,8 0,678 
285 11,6 0,651 
260 9,6 0,744 
265 10,6 0,526 
275 11,7 0,438 














Mittelwert: 0,675 


7R. E. Olson u.a., Endocrinology 35, 430 u. 464 [1944]. 
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(Tab. 2). Allerdings scheint es in unseren Versuchen mit dem Kaliumsalz 
der Bernsteinsdéure nicht so stark wie Cortison zu wirken, jedoch kann 
dies immerhin von der Art der Applikation abhangen. Wie aus einigen 
orientierenden Versuchen hervorging, hat es aber keinen Zweck, das 
Hormon frither, etwa 3 Stdn. vor der Fiitterung, zu spritzen; der Effekt 
wird dadurch nur schwicher. 

Unsere Versuchsergebnisse mit Percorten und dem Natriumsalz 
der Bernsteinsaure sind aus Abb. 2 und den Tab. 3 u. 4 zu ersehen. 
Wir benutzten das Natriumsalz von 0,5 g Bernsteinséiure bzw. von 
0.5 g Bernsteinsiure + Essigsiure, da bei diesen Mengen ein wirklich 


uf 
K,BS+ACTH. S 

10 MBS* Crtison I~. A 

09 | K,BS+Percorten | >< xO 
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Abb. 1. Glykogenbildung nach Verfiitterung von Bernsteinsdiure (0,25 g) als 
Kaliumsalz unter dem Einflu8 der Nebennierenrindenhormone. Abszisse: Zeit in 
Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100g Leber. (BS: Bernsteinsiure.) 
















































































12 = 12 = 

10 ne ae fh Pigg 10 A. 

08} _£Z a — as} _ _“/7 |* 

06 he, rNa2 BS Pe . 06 Ps 

ob iY Na, BS*ACTH J/ ~ {Nas 8S ant 42 [e255 

a NazB5+Percorten Na; BS+Percorten w y T,BS-ACTH 
3. 45 «6 E 6 3 45 6 

Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2. a) Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Bernsteinsdure als 
Natriumsalz unter dem Einflu8 der Nebennierenrindenhormone. 

b) Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Bernsteinsdéure als Natriumsalz 
zusammen mit Natriumacetat unter dem EinfluB der Nebennierenrindenhormone. 
Abszissen: Zeit in Stdn., Ordinaten: Glykogen in g pro 100 g Leber. 

(BS: Bernsteinsaure.) 
Abb. 3. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsaure als Lithium- 
salz unter dem Einflu8 von ACTH. 
Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g Leber. 
(BS = Bernsteinsaure.) 
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Tab. 3. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5g Bernsteinséure als Di- 


Natriumsalz. 2,5 mg Percorten i. m. 




















Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 240 7,4 1,350 
230 7,9 1,355 
260 9,6 1,218 
260 10,4 1,103 
250 9,9 1,169 
255 8,2 1,344 
Mittelwert: 1,257 
nach 6 Stdn.: 260 6,3 0,787 
225 9,7 0,878 
245 8,9 0,773 
305 rf 0,970 
220 8,8 0,915 
250 7.5 0,789 








Mittelwert: 0,852 


Tab. 4. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5g Bernsteinséiure als Di- 
Natriumsalz, zusammen mit Natriumacetat. 2,5 mg Percorten i. m. 























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 350 9,1 1,118 
510 17,4 0,833 
250 8,9 1,332 
260 9,0 0,915 
350 9,6 1,064 
335 if | 1,313 
335 10,0 1,322 
Mittelwert: 1,128 
nach 6 Stdn.: 240 6,9 1,039 
255 7,9 0,789 
440 13,0 0,595 
240 9,1 1,118 
315 12,0 0,900 
295 9,0 0,824 
225 8,5 0,769 














Mittelwert: 0,862 


deutlicher Natrium-Effekt zu beobachten gewesen war!. Die Abbildung 
14Bt erkennen, daB der Verzégerungseffekt des Natrium-Ions durch 
Percorten wesentlich vermindert wird, was besonders die 3-Stdn.-Werte 
zeigen. Die Gesamt-,,Ausbeuten‘ sind jedoch nach wie vor gering im 
Vergleich zum Kaliumsuccinat, was besagt, daB der EinfluB des Natriums 
auf den Glykogen-Abbau nicht behoben werden kann. Nach Conway® 


8 E. J. Conway u. D. Hingerty, Biochem. J. 55, 455 [1951]. 
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sollen zwar die Nebennierenrinden-Hormone zu einem vermehrten 
Einstro6men von Natrium an Stelle des behinderten Kaliums in die 
Zellen fiihren, jedoch muB friiher oder spater dieses Natrium unter 
Energieverbrauch wieder eliminiert werden und somit die Glykogen- 
ausbeuten herabsetzen!. 

Versuche mit ACTH, das zur Ausschiittung aller Nebennieren- 
rinden-Hormone, insbesondere aber von Cortison fiihrt, ergaben prinzi- 
piell die gleichen Befunde wie jene mit den Nebennierenrinden-Hor- 
monen selbst: Wie die Abb. 1, 2, 3 und die Tab. 5 und 6 zeigen, wird 


Tab. 5. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25g Bernsteinsiure als Di- 
Kaliumsalz. 0,4 IE ACTH i. m. 














Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 250 9,4 1,224 
300 10,2 1,179 
260 10,4 0,830 
260 8,7 1,013 
250 8,8 1,200 
300 10,5 0,956 
Mittelwert: 1,067 
nach 6 Stdn.: 260 9,7 0,288 
290 9,8 0,393 
270 8,2 0,678 
275 9,2 0,980 
250 8,5 0,828 
250 8,9 0,998 
270 9,0 0,600 
220 8,1 0,823 
210 8,2 0,777 
250 8,7 0,659 














Mittelwert: 0,701 


der Verzégerungseffekt sowohl bei Kalium, Lithium als auch bei Natrium 
praktisch aufgehoben. Eine zusiatzliche Bildung von Glykogen ist nicht 
zu beobachten. Beim Lithiumsalz der Bernsteinsaure scheint es unter der 
Wirkung von ACTH sogar zu einer geringeren Glykogenbildung zu 
kommen als ohne das Hormon: die resultierende Kurve unterscheidet 
sich gréBenordnungsmaBig viel weniger von der entsprechenden Kalium- 
kurve als dies bei den Kurven ohne ACTH der Fall war!. Es scheint 
also, daB die sedative Wirkung des Lithiums bzw. seine Giftwirkung 
wesentlich durch ACTH abgeschwiacht werden. Die Tiere scheinen auch 
wihrend des Versuches weniger schlafrig zu sein. 

Da nach den Befunden der Literatur ACTH zu Glucoseverlust durch 
Glucosurie fiihren soll®, haben wir in einigen Versuchen kontrolliert, 


® G. Sayers u.a., J. clin. Endocrinology 9, 593 [1949]. 
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ob die 6-Stdn.-Werte nach Verfiitterung von Glucose-Alkali unter dem 
EinfluB von ACTH eine meBbar geringere Ausbeute zeigen: dies war 
nicht der Fall (siehe die Tab. 7—9). 


Lithiumsalz. 0,4 IE ACTH i. m. 
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Tab. 6. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25g Bernsteinsiure als Di- 
















































Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 250 9,7 1,740 
250 9,6 0,650 
245 9,1 1,232 
215 8,9 1,067 
265 9,8 0,636 
210 8,7 1,402 
235 8,8 0,832 
Mittelwert: 1,080 
nach 41/, Stdn.: 245 8,4 0,580 
230 9,5 1,026 
230 8,8 1,453 
240 9,5 1,690 
180 7,0 0,846 
195 7,2 0,702 
220 8,1 1,015 
220 8,2 0,995 
Mittelwert: 1,038 
nach 6 Stdn.: 230 8,4 1,026 
205 igo 0,470 
180 fe 0,700 
190 6,8 0,898 
210 7,5 0,636 
210 7,7 0,784 
210 8,4 1,255 
240 9,1 0,736 












Mittelwert: 0,813 


Tab. 7. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Glucose, zusammen mit 
NaCl (entsprechend 8,4 mAquiv. Na). 0,4 IE ACTH i. m. 



























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 250 9,6 1,850 

270 10,3 1,060 

220 8,3 1,622 

220 8,1 1,648 

270 10,7 0,965 

280 10,8 1,610 

210 7,5 0,704 











Mittelwert: 1,351 
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Fortsetzung von Tab. 7. 





























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 6 Stdn.: 225 8,5 1,066 
220 8,4 1,525 
210 6,7 0,950 
245 8,9 1,560 
210 8,4 0,528 
220 7,5 0,315 
230 8,2 0,992 
230 9,0 0,927 
280 10,6 0,360 
Mittelwert: 0,925 


Tab. 8. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Glucose, zusammen mit 
KCl (entsprechend 8,4 mAquiv. K). 0,4 IE ACTH i. m. 


























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 290 11,5 2,099 
285 11,4 1,439 
280 11,5 1,432 
240 9,4 1,270 
220 8,9 1,770 
230 8,7 0,901 
220 9,7 0,928 
180 7,0 1,401 
Mittelwert: 1,405 
nach 6 Stdn.: 270 10,1 1,217 
260 8,9 1,475 
245 8,8 1,310 
220 8,3 1,080 
225 8,5 1,140 
210 8,5 1,170 
210 7,9 1,817 
270 10,8 1,311 
245 10,4 1,715 
285 12,3 1,277 
Mittelwert: 1,351 


Tab. 9. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,5 g Glucose. 0,4 IE ACTH i. m. 























Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 3 Stdn.: 200 72 1,592 
200 6,9 1,102 
200 s Be | 2,170 
230 8,1 1,988 
205 7,8 1,722 
215 434 2,008 
Mittelwert: 1,764 
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Fortsetzung von Tab. 9. 








Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 6 Stdn.: 290 12,5 1,056 

270 10,0 1,256 

300 12,1 0,666 

270 11,4 1,202 

285 10,5 1,800 

230 9,2 1,818 

230 9,0 1,299 

200 7,2 1,130 














Mittelwert: 1,278 


Versuche mit Cholin 


Nachdem unsere Versuche mit Nebennierenrinden-Hormonen ein 
klares Ergebnis erbracht hatten, interessierte uns die Wirkung des 
einen spezifischen EinfluB auf die Leber und den Leberstoffwechse! 
besitzenden Cholins. 

Sein Fehlen in der Nahrung fiihrt zur Verfettung der Leber, wobei das Cholin 
starker lipotrop wirkt als das Methionin!®. Die lipotrope Wirkung des Cholins 
beruht auf einer Férderung der Phosphatidsynthese, die einen raschen Abtransport 
der Fette aus der Leber erméglichen. Die Verminderung der Fettablagerung in der 
Leber ist begleitet von einem betrachtlichen Anstieg des Leberglykogens und um- 
gekehrt. Ob es sich dabei um eine direkte Wirkung, etwa im Sinne einer Férderung 
der Umwandlung von Fett in Glykogen, oder nur um einen losen Zusammenhang 
beider Erscheinungen handelt, wollen wir dahingestellt sein lassen. 

Wir verfiitterten Cholin als Carbonat zusammen mit den bernstein- 
sauren Salzen. Um einen unmittelbaren EinfluB des Cholins auf die 
Glykogenbildung aus Glucose oder reiner Bernsteinsaiure auszuschlieBen, 
verfiitterten wir auch diese Substrate zusammen mit 2,1 mAquiv. 
Cholin. Wenn Glucose mit Cholincarbonat gegeben wird, gelangt aller- 
dings auch die Kohlenséure in den Organismus der Tiere, wihrend die 
Bernsteinséiure nach Zugabe von Cholincarbonat dieselbe aus der Lésung 
vertreibt. Jedoch war in beiden Fallen keine Beeinflussung der Glykogen- 
bildung aus dem verfiitterten Substrat zu bemerken, weshalb von der 
tabellarischen Wiedergabe der diesbeziiglichen Versuchsreihen abgesehen 
wird. 

Die Cholinwirkung auf die sauren Salze der Bernsteinséure geben 
die Abb. 4 und die Tab. 10—12 wieder. Die Futterlésung wurde durch 
Mischen von 1 Mol Cholincarbonat und 1 Mol Alkalicarbonat mit 1 Mol 
Bernsteinsiure hergestellt. Vergleicht man die Mono-Natrium- oder 
Mono-Kalium-BS-Kurven mit den entsprechenden Alkali-Cholin-BS- 
Kurven, so bemerkt man eine deutliche Verschiebung des Glykogen- 
bildungsmaximums auf einen friiheren Zeitpunkt: dies ist besoncers 
auch aus dem Vergleich der 3-Stdn.-Werte zu erkennen. Da der ,,Ver- 


10 M. Guggenheim, Die Biogenen Amine, 8. 132; S. Karger, Basel, 1951. 
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zogerungseffekt* der sauren Natrium- oder Kaliumsalze ohnehin nicht 
stark ist, ist auch die Cholinwirkung bei diesen Salzen nicht so deutlich 
wie bei dem sauren Ammoniumsalz. Hier wird der ,,Verzégerungs- 
effekt‘‘ des Ammonium-Ions nun ganz eindeutig aufgehoben. Besonders 
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Abb. 4. 
Glykogenbildung unter dem Einflu8 von Cholin nach Verfiitterung von 0,25 g 
Bernsteinsaure, 


a) als Mono-Natriumsalz, b) als Mono-Kaliumsalz, c) als Mono-Ammoniumsalz. 
Abszissen: Zeit in Stdn., Ordinaten: Glykogen in g pro 100 g Leber. 


auffallig an der NH,-Cholin-BS-Kurve ist aber der niedrige 6-Stdn.- 
Wert, der fast dem des Natriumsalzes entspricht. 

Da es bekannt ist, daB die Umwandlung von Ammonium in Harn- 
stoff unter Energieaufwand verlauft, ist es verstandlich, daB auch das 
Ammonium-Ion, ebenso wie das Natrium-Ion, zu einer Beschleunigung 
des Glykogen-Abbaues fihrt. Bei der reinen (NH,)HBS-Kurve war 


Tab. 10. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsiure als Mono- 
Natriumsalz, zusammen mit Cholin. 
































Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 2 Stdn.: 220 9,1 1,196 
220 9,1 1,113 
220 9,6 0,977 
220 9,6 1,030 
Mittelwert: 1,079 
nach 3 Stdn.: 275 11,6 0,601 
270 11,2 0,852 
225 9,7 0,658 
250 10,9 0,824 
230 10,4 0,519 
Mittelwert: 0,691 
nach 6 Stdn.: 310 13,0 0,125 
245 10,6 0,153 
215 9,1 0,273 
205 8,3 0,198 
240 10,5 0,132 
Mittelwert: 0,176 


ll 
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dieser Effekt auf den Glykogen-Abbau nicht zu erkennen, vor allem 
wegen der sehr starken Verzégerung der Glykogenbildung. Allerdings 
ist ein unmittelbarer Vergleich der Alkali-Kurven mit den Ammonium. 


Tab. 11. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsaure als Mono- 
Kaliumsalz, zusammen mit Cholin. 































































Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 

in g in g pro 100 g Leber 
nach 2 Stdn.: 265 12,1 0,908 
460 17,6 1,201 
210 9,5 1,029 
210 9,2 1,140 
255 12,1 0,995 
220 7,8 0,948 
205 8,4 1,282 
215 7,6 . 1,272 
Mittelwert: 1,097 
nach 3 Stdn.: 255 9,1 1,072 
210 7,0 0,864 
180 6,0 0,832 
165 5,8 0,771 
125 5,0 0,705 
205 74 1,055 
210 6,4 0,827 
220 1,3 0,983 
215 7,6 0,681 
255 10,0 1,160 
Mittelwert: 0,895 
nach 41/, Stdn.: 220 7,3 0,581 
205 V4 0,775 
200 7,0 0,673 
150 5,8 0,466 
185 8,6 0,908 
225 yh 3 1,015 
230 8,1 0,810 
215 7,8 0,996 
Mittelwert: 0,778 
nach 6 Stdn.: 350 14,1 0,426 
310 12,2 0,783 
340 14,6 0,456 
285 13,2 0,456 
205 6,7 0,743 
225 8,8 0,398 
205 8,2 0,986 
205 6,8 1,070 
205 7,0 1,000 
220 7,9 0,660 











Mittelwert: 0,698 
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Tab. 12. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsaure als Mono- 


Ammoniumsalz, zusammen mit Cholin. 











Tiergewicht Lebergewicht Glykogen in g 
in g in g pro 100 g Leber 
nach 2 Stdn:: 245 7,8 1,183 
245 9,0 0,703 
240 8,0 0,936 
225 7,2 0,865 
235 6,6 1,240 





Mittelwert: 0,985 





nach 3 Stdn.: 200 8,4 0,927 
225 11,1 0,945 
200 9,8 0,608 
340 13,2 0,717 
230 9,4 1,159 





Mittelwert: 0,871 
























































nach 4 Stdn.: 640 22,0 0,881 
345 11,5 0,301 
190 6,6 0,447 
280 11,0 0,464 
270 10,4 0,760 
160 6,5 0,600 
270 9,0 0,800 

Mittelwert: 0,608 

nach 6 Stdn.: 525 17,7 0,300 
525 17,6 0,204 
335 14,6 0,232 
220 6,1 0,547 
325 13,1 0,351 
270 12,0 0,296 
275 12,0 0,252 
300 12,5 0,232 
290 12,0 0,251 
480 17, 0,351 

Mittelwert: 0,302 
10 7 _— 
0g} _/ }~4 
oo 7 
a4 / Pgs + A2BS 
) /2BS+Cholin 

02 a | | 

I 45 6 


Abb. 5. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsiure als Di- 
Kaliumsalz unter dem Einflu8 von Cholin. 
Abszisse: Zeit in Stdn., Ordinate: Glykogen in g pro 100 g Leber. 
bY i 
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Kurven schon deswegen schwierig, weil das Ammonium-Ion nicht nur als 


Kation wirkt, sondern im Rahmen eines Stoffwechselvorganges in 


Harnstoff umgewandelt wird. 


In einem weiteren Versuch wiesen wir nach, daB8 auch beim Di- 
Kaliumsalz der Bernsteinsiure ein Zusatz von 2,1 mAquiv. Cholin den 
hier staérker ausgepragten ,,Verz6gerungseffekt‘‘ aufzuheben vermag. 
(Abb. 5, Tab. 13). Dieser Versuch unterstreicht die Wirkung des Cholins 


Tab. 13. Glykogenbildung nach Verfiitterung von 0,25 g Bernsteinsiure als Di- 


Kaliumsalz, zusammen mit Cholin. 






































Tiergewicht Glykogen in g 

in g pro 100 g Leber 
nach 2 Stdn.: 220 1,207 
240 1,252 
265 1,025 
250 1,011 
255 1,150 
240 0,940 
255 1,088 
255 1,331 
260 1,120 
255 0,761 
Mittelwert: 1,089 
nach 3 Stdn.: 245 7,6 0,803 
260 7,8 0,847 
230 7,1 0,985 
245 pfs 0,720 
260 8,2 0,958 
290 8,7 0,940 
250 7,9 0,814 
230 6,4 0,904 
Mittelwert: 0,871 
nach 41/, Stdn.: 240 6,9 0,880 
225 x Be | 0,598 
230 6,9 0,677 
240 7,0 0,561 
250 8,5 1,122 
230 1,0 0,856 
Mittelwert: 0,782 
nach 6 Stdn.: 240  P- 0,424 
255 8,2 0,502 
250 8,4 0,476 
220 6,7 0,610 
230 7,0 0,747 
250 8,5 0,884 
250 ia 1,060 
230 7,5 1,066 








Mittelwert: 0,721 
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besonders, da hier der Einflu8 von 4,2 mAquiv. Kalium durch einen 
Zusatz von 2,1 mAquiv. Cholin als Carbonat vollstandig aufgehoben 
wird. 


Tab. 14. Berechnung des signifikanten Unterschiedes zwischen entsprechenden 





Versuchsreihen. 
MM, — M, o = mittlere Abweichung vom Mittelwert 
/o? i a? n = Anzahl der Tiere 
| SS M = Mittelwert 
Ny Ne, 


k > 3: signifikanter Unterschied 
k = 2—3: wahrscheinlicher Unterschied. 


0,25 g Bernsteinsaure 


K,BS/K,BS + ACTH: 3 Stdn.: k = 5,6 
6 Stdn.: k = 3,2 
K,BS/K,BS + Cortison: 3 Stdn.: k = 3,8 
6 Stdn.: k= 6,1 
K,BS/K,BS + Percort.: 3 Stdn.: k = 3,0 
Li,BS/Li,BS + ACTH: 3 Stdn.: k = 2,4 
6 Stdn.: k = 4,6 

0,5 g Bernsteinsaure 
Na,BS/Na,.BS + ACTH: 3 Stdn.: k= 1,8 
6 Stdn.: k = 3,4 
Na, BS/Na,BS + Percort.: 3 Stdn.: k = 3,2 
6 Stdn.: k= 4,4 
Na,BS/Na,BS + Percort.: 3 Stdn.: k= 3,7 
6 Stdn.: k=-23 

0,25 g Bernsteinsaure 
NaHBS/NaHBS + Cholin: 3 Stdn.: k = 5,2 
KHBS/KHBS + Cholin: 3 Stdn.: k = 2,2 
2 Stdn.: k = 2,4 
NH,HBS/NH,HBS + Cholin: 3 Stdn.: & = 2,4 
6 Stdn.: k = 6,4 
K,BS/K,BS + Cholin: 3 Stdn.: & = 1,4 
6 Stdn.: k = 1,3 

Diskussion 


Unsere Versuche haben zu einem eindeutigen Ergebnis gefiihrt: die 
Nebennierenrinden-Hormone zeigen in unserer Versuchsanordnung eine 
deutliche Wirkung auf die Glykogenbildung in der Leber, indem sie 
den sog. ,,Verzégerungseffekt“‘ der Kationen aufheben. Dagegen bleibt 
die den Glykogen-Abbau beschleunigende Wirkung des Natrium-Ions, 
die wir auf die ,,Natrium-Pumpe‘“ zuriickfiihren, unbeeinfluBt. Es ist 
interessant, daB auch Cholin in der gleichen Weise wirkt. 

Die von uns gemessenen Veranderungen des Leberglykogens werden 
wohl durch die Uberschwemmung des Organismus mit Kationen ver- 
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ursacht, die gleichzeitig mit der Bernsteinsiure verfiittert wurden. 
Unsere Versuchsergebnisse zeigen, dafs dadurch eine _,,funktionelle 
Insuffizienz“‘ der Nebennierenrinde eintritt, denn durch Zufuhr dieser 
Hormone von auBen oder durch Stimulierung der Rindensekretion 
durch das ACTH werden diese Erscheinungen beseitigt. Es darf wohl 
angenommen werden, da8 zwischen der Glykogenbildung in der Leber 
und der Regulierung des Mineralhaushaltes ein ursichlicher Zusammen- 
hang besteht, wobei der St6rung im Mineralhaushalt oder ihrer Nor- 
malisierung die primaire Rolle zukommt. 

Unsere Versuche mit dem Kaliumsalz der Bernsteinsdure ent- 
sprechen jedenfalls den Verhialtnissen, wie sie bei der Adrenalektomie 
oder bei pathologischer Insuffizienz der Nebennierenrinde auftreten, 
sowie den Experimenten, die in vitro an iiberlebenden Geweben und 
Zellen durchgefiihrt wurden. 

Das verfiitterte Kalium gelangt zunichst in den extrazellulairen 
Raum, wodurch eine erhebliche Herabsetzung des normalen Konzen- 
trationsgefalles Kinnen/Kausen eintritt. Selbst bei der geringsten ver- 
fiitterten Menge von 2,1 mAquiv. Kalium kann die Kaliumkonzentration 
des Blutes auf etwa 40 mg% ansteigen, also eine Konzentration, die in 
vitro die Zellatmung aufhebt und eine Adynamie der Muskeln verur- 
sacht. In dieser Versuchsanordnung ist die Wirkung der Nebennieren- 
rinden-Hormone ‘ohne weiteres verstiandlich, da sie eine Normalisierung 
der Blut-Kaliumkonzentration herbeifiihren wiirden. 

Dagegen sind die Fiitterungsversuche mit den Natriumsalzen der 
Bernsteinsiure schwieriger zu deuten oder in einen Zusammenhang 
zu den Vorgiangen bei der Adrenalektomie zu bringen. Wahrend im 
letzteren Fall eine Verminderung der extrazelluliren Natriumkonzen- 
tration eintritt, die wohl durch eine vermehrte Ausscheidung von 
Natrium- und Chlor-Ionen im Urin bedingt ist, wird in unserer Ver- 
suchsanordnung schon durch die geringste verfiitterte Menge von 
2,1 mAquiv. Natrium eine erhebliche Erhéhung des extrazellul. Natriums 
hervorgerufen™. Dies fiihrt bei uns praktisch zu dem gleichen ,,Ver- 
zogerungseffekt‘ der Glykogenbildung wie bei den Kalium-Ionen, der 
ebenfalls durch die Nebennierenrinden-Hormone aufgehoben wird. Die 
férdernde Wirkung des Natrium-Ions auf den Glykogen-Abbau (die wir 
mit der Eliminierung des Natriums aus der Zelle in Zusammenhang 
brachten) bleibt bei uns dagegen unbeeinfluBt. Macht man die Arbeits- 
hypothese, daB dieser Vorgang und die Ausscheidung von Natrium 
durch die Niere auf dem gleichen Mechanismus beruhen, so ware bei 
Adrenalektomie nicht die Ausscheidung des Natriums im Harn gestort, 
sondern derjenige Mechanismus, auf dem die ,,Retention‘‘ der Natrium- 
Tonen im Organismus beruht, wenn es iiberhaupt gestattet ist, diese 
beiden Vorginge zu trennen. Wenn nun der ,,Verzégerungseffekt“‘, der 
allen Kationen gemeinsam ist, und durch die Nebennierenrinden- 







































11 P, Handler u.a. Amer. J. Physiol. 162, 375 [1950]. 
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Hormone beeinfluBt wird, auch bei der Retention der Natrium-Ionen 
wirksam ist, dann ware die Wirkung der Nebennierenrinden-Hormone in 
unserer Versuchsanordnung zu erkliren: den _,,Verzégerungseffekt‘‘ 
fiihrten wir darauf zuriick, daB der Organismus an Stelle der verbrauchten 
Bernsteinséure andere Anionen zur Neutralisation der verfiitterten 
Kationen bereitstellen mu8. Geben wir in unserer Versuchsanordnung 
Nebennierenrinden-Hormone, so erscheinen im Blut die benétigten 
Anionen, die die im Stoffwechsel verbrauchte Bernsteinsiure ersetzen 
sollen. Nun kann das iiberschiissige Natrium gemeinsam mit einer 
aquivalenten Menge Anion durch die Niere ausgeschieden werden. 

Die Deutung der umgekehrten Verhialtnisse, d. h. die Frage, wie nun 
der Zustand im Natrium-Haushalt des Organismus bei pathologischer 
und experimenteller Nebennierenrindeninsuffizienz zu deuten ist, 
bereitet dagegen Schwierigkeiten, denn in unseren Natriumsuccinat- 
Versuchen erfolgt eine Erhéhung der extrazelluliren Natriumkonzen- 
tration gemeinsam mit einer équivalenten Menge Anion, der Bernstein- 
siure. Bei der Adrenalektomie nimmt dagegen die Natriumkonzentration 
im Blut ab, und umgekehrt kénnen durch Zufuhr von Natriumchlorid 
die Erscheinungen der Rinden-Insuffizienz gemildert werden und die 
Tiere betrachtliche Zeit am Leben erhalten werden. Im allgemeinen 
wird aber der Stérung im Kaliumhaushalt in der Literatur eine gréBere 
Rolle zugesprochen. Bedauerlicherweise haben wir in der Literatur keine 
Versuche gefunden iiber die Wirkung einer starken Erhéhung der 
physiologischen Natriumkonzentration auf isolierte Gewebe. Sie waren 
fiir uns wertvoll, weil sie die Deutung unserer Versuchsergebnisse er- 
leichtern wiirden. 

Jedenfalls ist in unserer Versuchsanordnung eine Unterscheidung 
zwischen ,,Mineralo-‘‘ und_ ,,Gluco-Corticoiden“ nicht notwendig. 
Sowohl Cortison als auch Desoxycorticosteron (DOC) verhalten sich als 
,,Mineralo-Corticoid“‘, indem sie eine durch Stérung im Mineralhaushalt 
hervorgerufene Stérung im Kohlenhydrat-Haushalt eindeutig und gleich- 
sinnig beheben. Ohne diese durch unsere Versuchsbedingungen hervor- 
gerufene Stérung der Glykogenbildung (also etwa bei Verfiitterung von 
Glucose mit Natriumchlorid) zeigen die Nebennierenrinden-Hormone 
keine Wirkung auf die Glykogenbildung in der Leber. 

In der VI. Mitteil.1 erklirten wir den ,,Verzégerungseffekt der 
Alkali-Ionen auf die Glykogenbildung damit, daB bei Verwertung der 
Bernsteinsaure die mit ihr verfiitterten Alkali-Ionen durch irgendwelche 
vom Organismus gestellten anderen Anionen neutralisiert werden 
miissen, bevor die Bernsteinsiure im Zusammenhang mit dem Gly- 
kogen-Aufbau verbraucht werden kann. Unter unseren Versuchs- 
bedingungen zeigt die Verfiitterung von Cholin die gleiche Wirkung 
wie die Zufiihrung von Nebennierenrinden-Hormonen. Die lipotrope 
Wirkung des Cholins wird allgemein darauf zuriickgefiihrt, daB das 
Cholin in der Leber die Phosphatidbildung steigert, wodurch die Neutral- 
fette aus der Leber eliminiert werden oder ihre Anhéufung in der Leber 








168 Uber die Glykogenbildung aus C,-Dicarbonsiuren VII Bd. 298 (1954) 





verhindert wird. Es ist nun méglich, daB der in der obigen Arbeits- 
hypothese postulierte ProzeB der Bereitstellung von Anionen fiir die 
verbrauchte Bernsteinséure (der den ,,Verz6gerungseffekt“ in der Gly- 
kogenbildung bei Verfiitterung von Alkalisuccinaten aufhebt) im Rahmen 
der durch das Cholin beeinfluBten Fettstoffwechselprozesse zu suchen 
ware. Andererseits wird auch beschrieben, da Cholinmangel in der 
Nahrung zu einer verminderten Ausschiittung von ACTH fihrt!?. Wenn 
dies zutrifft, dann kénnte die Zufuhr von Cholin eine vermehrte Aus- 
schiittung von ACTH bewirken. Wir miissen die Deutung der Cholin- 
wirkung bis zur Durchfiihrung weiterer Versuche zuriickstellen. 


Zusammenfassung 
Der EinfluB der Nebennierenrinden-Hormone bzw. des Cholins auf 
die in der VI. Mitteil. dargelegten Wirkungen verfiitterter bernstein- 
saurer Alkalisalze auf den Glykogenhaushalt der Leber wurde unter- 
sucht. Sowohl die Nebennierenrinden-Hormone als auch das Cholin 
verhindern das Auftreten des ,,Verzégerungseffektes‘‘ der Glykogen- 
bildung, den wir als ,,Alkalosewirkung“ der Alkali-Ionen auffaBten. 
Es ist bemerkenswert, daB der gesieigerte Glykogen-Abbau beim Na- 
trium-Ion, den wir auf die Wirkung der sog. ,,Natrium-Pumpe“ zuriick- 
fiihrten, durch die Nebennierenrinden-Hormone oder Cholin unbeein- 
fluBt bleibt. 
Die Verfiitterung der Kationen scheint also zu einer ,,funktionellen 
Nebennierenrinden-Insuffizienz‘ zu fiihren, die durch die Zufuhr der 
Hormone wesentlich gebessert werden kann. 








#2 Etwa um 50 mg%, unter der Annahme, daB die extrazellulare Fliissigkeit 
gleich 20°, des Kérpergewichts ist (Kiinstliche radioaktive Isotope in Physiol., 
Diagnostik u. Therapie, Springer-Verlag, 1953). 
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Zinkbindungsvermégen und Blutzuckerwirkung 
von Xanthurensdure, Kynurenin und Tryptophan 
Von 
Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke, Franz-Josef Strecker und Ursula Roester 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt (Biochemische Abt.) der Max-Planck-Gesellschaft, Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Juli 1954) 


Okamoto! wies 1942 auf histochemischem Wege nach, daB die 
Langerhans‘schen Inseln von Wirbeltieren Zink enthalten. Er? und seine 
Mitarbeiter* konnten spater zeigen, daB injizierte zinkbindende Sub- 
stanzen im lebenden Tier mit diesem ,,Inselzink“* reagieren und dabei 
teils diabetogen, teils — gegentiber einer nachfolgenden Alloxaninjektion 
— diabetesverhindernd wirken. Fiir die Art der Wirkung soll dabei 
entscheidend sein, ob die betreffende Substanz neben ihrem Zink- 
bindungsvermégen allgemein zellschidigende Eigenschaften besitzt oder 
ob ihr toxische Wirkungen fehlen. Als stark diabetogen erwies sich unter 
den Zinkbindnern vor allem das Dithizon, aber auch das bekannte 
Metallreagens 8-Oxy-chinolin zeigte deutliche diabetogene Effekte. 1952 
teilten Kotake jr. und Inada‘ mit, daB die dem 8-Oxy-chinolin nahe- 
stehende Xanthurensaure (4.8-Dioxy-chinolin-carbonsaure-(2)) eben- 
falls Diabetes hervorrufen kénne. Gestiitzt auf die ,,Zinktheorie des Dia- 
betes“ von Okamoto”®®® nahmen Kotake jr. und Mitarbeiter* an, 
da8 Xanthurensiure in vivo sich mit dem Inselzink unter gleichzeitiger 
Schadigung der Inselzellen umsetzt, zumal sie auch histologisch nach- 
weisbare Veranderungen an den B-Zellen des Inselgewebes nach Xanthu- 
rensdure-Belastung finden konnten. 

Die Bedeutung dieser Befunde lag vor allem darin, daB diabetogene 
Eigenschaften erstmalig einer dem intermediaren Stoffwechsel vertrau- 
ten, als Zwischenprodukt auftretenden Substanz zugeschrieben wurden. 
Denn Xanthurensiure kann als Abbauprodukt des Tryptophans jeder- 
zeit in erheblicher Menge auftreten, wenn gewisse Bedingungen erfiillt 


1K. Okamoto, Transactiones Soc. pathol. japon. 32, 99 [1942]; 38, 247 
[1943]. : 

2 K. Okamoto, Acta Scholae med. Univ. Imp. Kioto 27, 43 [1949]. 

3 J. Kadota, J. Lab. clin. Med. 35, 568 [1950]; J. Kadota u. O. Midori- 
kawa, ebenda 38, 671 [1951]. 

4 Y. Kotake jr. u. T. Inada, Proc. Imp. Acad. |Tokyo 28, 68 [1952]; J. Bio- 
chemistry [Tokyo] 40, 291 [1953]. 

5 K. Okamoto, Experim. Pathol. of Diab. mell., Tokyo 1951. 
® K. Okamoto, Vortrag vor d. Japan. Pathol. Gesellsch. 1952. 
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sind, wie z. B. Mangel an Vitamin B, bei tryptophanreicher Kost’?-¥ oder 
Kombination von tryptophan- und fettreicher Kost!* oder Stoffwechsel- 
stérungen (Toxikosen) wahrend der Graviditat'*. 

Okamoto®*®®15 und Kadota?® konnten sich dagegen nicht von 
der diabetogenen Wirkung der Xanthurensiure tiberzeugen, wie aus 
ihren ebenfalls im Jahre 1952%15 und spiiter'® bekanntgegebenen Ver- 
suchen hervorgeht: Unter 20 von ihnen gepriiften zinkbindenden Chino- 
linderivaten, die zum Teil ausgepragt diabetogen wirkten, gehérte Xan- 
thurensiure zusammen mit Atophan und Chinaldinséure zu denjenigen 
Substanzen, die nicht diabetogene, sondern diabetesverhindernde 
Eigenschaften besaBen. Okamoto und Kotake jr. vertreten daher in 
der Frage der diabetogenen Wirkung der Xanthurenséure durchaus 
gegensatzliche Auffassungen. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Chemie und Physiologie 
organischer Zink-Komplex-Verbindungen priiften wir das Zinkbin- 
dungsvermégen von Xanthurensiure, Tryptophan und Kynurenin, 
um etwaige Zusammenhange zwischen Zinkaffinitat und biologischem Ver- 
halten klaren zu kénnen. Zunichst stellten wir von diesen drei Verbin- 
dungen Zink-Komplexe her, untersuchten diese mit chemischen und 
physikalischen Methoden und ermittelten ihre strukturelle Zusammen- 
setzung. 

Da der hohe Zinkgehalt des Inselgewebes, wie er von uns?!’ erstmalig 
durch direkte chemische Analyse der isolierten Inselorgane von Knochen- 
fischen bestimmt wurde, fiir eine sehr zinkreiche Speicherform des Insu- 
lins in der Driise spricht, reagieren injizierte Zinkbindner vermutlich in 
vivo mit einem koordinativ mit Zink gesittigten Insulin. Es erschien 
daher sinnvoll, in vitro Xanthurensiure, Kynurenin und Tryptophan 
nach einem friiher von uns?* angegebenen Verfahren mit Zink und Insulin 


7 §. Lepkovsky, E. Roboz u. A. Haagen-Smit, J. biol. Chemistry 149, 

195 [1943]. 

8 E. Ginoulhiac, Acta vitaminol. 1, 49 [1947]. 

® L. Greenberg, D. Bohr, H.McGrath u. J.Rinehart, Arch. Bio- 
chemistry 21, 237 [1949]; 38, 2 [1951]. 

10 J. F. Mueller u. R. Filter, J. clin. Invest. 29, 193 [1950]. 

11 H. Glazer, J. F. Mueller, C. Thompson, V. Hawkins u. R. Filter, 
Arch. Biochem. Biophysics 38, 243 [1951]. 

122 LL. Musajo, F.Chiancone, D.Coppini u. E. Ginoulhiac, Bull. Soc. 
Chim. biol. 88, 1292 [1951]. 

138 Y.Kotake jr. u. T. Inada, Proc. Imp. Acad.!Tokyo 28, 65 [1952]; 
J. Biochemistry [Tokyo] 40, 287 [1953]. 

14M. Wachstein u. A. Gudaitis, Bull. New York Acad. Med. 28, 544 
[1952]; J. Lab. clin. Med. 42, 98 [1953]. 

16 K, Okamoto u. Mitarbb., J. Biochemistry [Tokyo] 39, Heft 5, 8S. 17 [1952] 
(in Proc. Jap. biochem. Soc.). 

16 T, Kadota u. T. Abe, J. Lab. clin. Med. 48, 375 [1954]. 

17 G. Weitzel, F. J. Strecker, U. Roester, A. M. Fretzdorff u. E. Bud- 
decke, diese Z. 295, 83 [1953]. 

18 G. Weitzel, A.M. Fretzdorff, F. J. Strecker u. U. Roester, diese Z. 
293, 190 [1953]. 
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zu gemischten Insulin-Zink-Komplexen umzusetzen und deren 
Stabilitét und biologisches Verhalten zu priifen. 

SchlieBlich testeten wir die drei genannten Verbindungen auch als 
solche auf diabetogene Wirkung, um gegebenenfalls in der Xan- 
thurensiure-Frage zur Klarung der gegensiatzlichen Befunde der beiden 
japanischen Arbeitskreise (s. 0.) beitragen zu kénnen. Zugleich priften 
wir in diesen Versuchen, ob histologische Veranderungen an den Insel- 
zellen vorlagen. 


Ergebnisse 


Xanthurenséure-Synthesen 


Wir stellten Xanthurensiure nach dem dlteren Verfahren von 
Musajo und Minchilli!® sowie nach den beiden neueren Vorschriften 
von Mebane und Oroshnik?® und von Furst und Olsen! dar. Der 
Syntheseweg ist bei den drei Methoden der gleiche, die beiden letzt- 
genannten enthalten jedoch wesentliche Verbesserungen der Arbeits- 
weise. In jedem Falle kondensiert man o-Anisidin mit Oxalessigester 
zum Ester der {2-Methoxy-phenylimino]-bernsteinsiure und wandelt 
diesen durch RingschluB in den Ester der 4-Oxy-8-methoxy-chinolin- 
carbonsdure-(2) um. Mit Hilfe von Jodwasserstoff erhalt man daraus die 
Xanthurensiaure (4.8-Dioxy-chinolin-carbonsaure-(2)). Ausbeuten, Ana- 
lysen und Schmelzpunkte der Xanthurensiurepriparate, die wir nach 
den drei obigen Vorschriften erhielten, sind im Versuchsteil (s. u.) zu- 
sammengestellt. 


Zink-Komplexe 


Zink-xanthurenat: Gibt man Zink-Ionen zu einer Lésung von 
Natrium-xanthurenat, so kommt es trotz schwach alkalischer Reaktion 
nicht zur Abscheidung von Zinkhydroxyd, d. h. Zink wird komplex von 
Xanthurensiure in Lésung gehalten. Die Herstellung des in Wasser und 
anderen Lésungsmitteln sehr schwer léslichen Zink-xanthurenats gelingt 
durch doppelte Umsetzung bei schwach saurem px (s. Versuchsteil). 

Heyke” hat bei uns das Zinksalz der Xanthurensdure durch Um- 
setzung von Zink-glycin mit Xanthurensiure gewonnen; man laBt bei 
diesem Verfahren koordinativ gebundenes Zink aus einem Komplex 
geringerer Stabilitét (Zink-glycin) in einen solchen héherer Stabilitat 
(Zink-xanthurenat) tibergehen. Durch Kochen der in Wasser schwerlés- 
lichen Xanthurensiure mit Zink-glycin entsteht in sattgelben Flocken 
das Zink-xanthurenat. 


19 L, Musajo u. M. Minchi'li, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1839 [1941]. 

20 A, Mebane u. W. Oroshnik, J. Amer. chem. Soc. 78, 3520 [1951]. 

21 A. Furst u. C. Olsen, J. org. Chemistry 16, 412 [1951]. 

22 H. E. Heyke, ,,Zink-Komplexe einiger Aminosaéuren und verwandter Ver- 
bindungen“; Chem. Dissertat. Gottingen, 1954. 
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Wie aus den Analysen (s. Versuchsteil) hervorgeht, handelt es sich 
um einen 1:1-Komplex, dem wir nebenstehende Formel zuschreiben. 
OH Es liegt somit ein Scherenkomplex vor, in welchem Zink die 
l Koordinationszah] 4 besitet. Xanthurenséure fungiert als 
ON/s ,dreizahniger“‘ chelierender Ligand, wihrend die vierte 
\/\¢-CO_ _Bindung vom Sauerstoff eines Wassermolekiils ibernommen 
‘Y 0 wird. Dieses Wassermolekiil ist als ,,Kkomplexwasser“ auBer- 
O—zZn’  ordentlich fest gebunden. Diese Strukturformel des Zink- 
\ xanthurenats konnten wir auch durch das Ultrarotspek- 
OH, trum” sichern. Eine papierchromatographische Untersu- 
chung des in der oben beschriebenen Weise von Heyke 
gewonnenen Zink-xanthurenats ergab das Vorliegen reiner, unveran- 
derter Xanthurenséure; Anhaltspunkte fiir chemisch verinderte Xan- 
thurensaure oder fiir Beimengungen von Glycin fanden sich nicht, so 
daB das Herstellungsverfahren als einwandfrei anzusehen ist. 
Zink-kynurenin: Kynurenin bildet ein sehr schwerlésliches, stark 
komplexes Zinksalz, welches durch doppelte Umsetzung leicht zu ge- 
winnen ist. Unter geeigneten Arbeitsbedingungen (s. Versuchsteil) ge- 
lingt die Darstellung des Komplexes in schén kristallisierter Form. Es 
handelt sich stets um einen 1:2-Komplex, dem wir auf Grund der 
Analysen folgende Formel zuerkennen: 


JX ©0-CH,-CH-CO OC—CH-CH,-CO. 


| | | | 
V\ne, SY OW JO ME, on’ V 


= an <— 


An der Zinkbindung sind méglicherweise nicht nur wie beim Zink-glycin- 
Typus die beiden Carboxyl- und «-Aminogruppen beteiligt. Zur Deutung 
der besonderen Stabilitaét des Zink-kynurenins kénnte man weitere ko- 
ordinative Bindungen durch die ringstindigen Aminogruppen annehmen. 
Dadurch wiirde sich jedoch eine Strukturformel ergeben, in welcher dem 
Zink die Koordinationszahl 6 zuzuschreiben wire. Ebenso wie das vor- 
stehend beschriebene Zink-xanthurenat ist Zink-kynurenin, soweit wir 
die Literatur tibersehen, bisher nicht dargestellt worden. 

Zink-tryptophan: Durch doppelte Umsetzung von Natrium- 
tryptophanat mit Zinkchlorid léBt sich Zink-tryptophanat leicht amorph 
herstellen. Das farblose Pulver ist in Wasser, auch in der Hitze, praktisch 
unléslich. Die Zusammensetzung der Verbindung entspricht einem 
1:2-Komplex. 


Eine einfache Méglichkeit zur Abschatzung der Stabilitét von Zink- 
Aminosiure-Komplexen besteht darin, ihre Hydrolysebestandigkeit 
gegentiber Wasser zu priifen. Die waiGrigen Loésungen stabiler Zink- 
Aminosiure-Komplexe bleiben bei neutralem oder schwach alkalischem 
pa auch tiber Tage und Wochen vollig klar, waihrend weniger fest- 
gebundene Komplexe sehr bald Zinkhydroxyd abscheiden. Auf Grund 
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seiner Schwerléslichkeit in Wasser laBt sich Zink-tryptophan in dieser 
Weise nicht untersuchen. Es liegen jedoch physikalisch-chemische Mes- 
sungen der Stabilitaétskonstante des Zink-tryptophans und anderer Zink- 
Aminoséure-Komplexe**?4 vor, welche zeigen, daB Zink-tryptophan 
koordinativ nicht fester gebunden ist als Zink-glycin oder Zink-asparagin. 
Daraus kann man schlieBen, daB der Indolring keine nennenswerten 
zusatzlichen koordinativen Bindungskrafte beisteuert und da Zink- 
tryptophan, wenn es ausreichend wasserléslich ware, hydrolytisch ge- 
spalten wiirde. 


Gemischte Insulin-Zink-Komplexe 

Nach einem friiher von uns!* beschriebenen Verfahren stellten wir 
gemischte Komplexe der schematischen Zusammensetzung Insulin-Zn-R 
her, wobei in der vorliegenden Arbeit der Ligand R durch Xanthuren- 
siure, Kynurenin oder Tryptophan gebildet wird. Ein von Hallas- 
MOéller?® angegebenes Verfahren zur Herstellung zinkreicher Insulin- 
kristalle beruht auf der Behandlung von Insulinkristallen mit ionisier- 
tem Zink bei neutralem px (Zinkchlorid in Acetatpuffer), wobei Zink- 
Komplexbildner auBer Insulin streng fernzuhalten sind. Im Gegensatz 
dazu 1é8t man bei unserer Methode nur koordinativ gebundenes 
Zink auf Insulin einwirken; die Anwesenheit von starken Zink-Komplex- 
bildnern auBer Insulin ist dabei erwiinscht. Wir erhalten auf diese Weise 
kristallinische Insulin-Zink-R-Verbindungen, die bei neutralem px in 
waBriger Lésung schwerléslich und bestandig sind und weder Zink noch 
den aufgenommenen Liganden R wieder abgeben. 

Insulin-zink-xanthurenat: Durch Einwirkung einer waBrigen 
Lésung von Zink-xanthurenat auf zinkarme Insulinkristalle erhielten 
wir leicht gelb gefirbte Priparate mit rd. 1,7°/) Zink. Die Kristalle geben 
beim Waschen mit Wasser weder Zink noch Xanthurensiure ab; der 
papierchromatographisch ermittelte Xanthurensdure-Gehalt liegt bei 
5°/, (s. Versuchsteil). 

Insulin-zink-kynurenin erhielten wir in gleicher Weise wie 
den gemischten Insulin-Zink-Komplex mit Xanthurensaéure durch Um: 
setzung zinkarmer Insulinkristalle mit Zink und Kynurenin in der Nahe 
des Neutralpunktes. Wegen der Schwerléslichkeit des Zink-kynurenins 
muB man ebenso wie bei Zink-xanthurenat in ausreichend verdinnter 
Lésung arbeiten, um ein Ausfallen von Zink-kynurenin bei Zugabe der 
Insulinkristalle mit Sicherheit zu vermeiden. Die gewonnenen Praparate 
von Insulin-zink-kynurenin enthielten 1,6—1,7°/) Zink und etwa 6°/5 
Kynurenin (papierchromatographisch bestimmt, s. u.). 

Insulin-zink-tryptophan: Im Gegensatz zu den beiden vor- 
genannten Verbindungen gelang es uns nicht mit Sicherheit, einen ge- 


23 A. Albert, Biochem. J. 47, 531 [1950]. 
24D. J. Perkins, Biochem. J. 55, 649 [1953]. 
2% K. Hallas-Méller, K. Petersen u. J. Schlichtkrull, Ugeskr. Laeger 


118, 1761 [1951]. 
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mischten Komplex aus Insulin, Zink und Tryptophan herzustellen. Die 
Insulinkristalle nahmen wohl Zink auf, ein nennenswerter Gehalt an 
Tryptophan lieB sich jedoch in diesen Praparaten nicht nachweisen. 
Vermutlich ist die Affinitaét des Tryptophans zum Zink nicht geniigend 
groB (s. o., bei Zink-tryptophan), um in den angewandten sehr geringen 
Konzentrationen Tryptophan gegeniiber Insulin als zweiten Liganden 
des Zinks fungieren zu lassen. 

Die Blutzuckerwirkung des Insulin-zink-xanthurenats und des 
Insulin-zink-kynurenins weicht bei intravenéser Injektion der bei px 7 
suspendierten Kristalle nicht von der Wirkung gewohnlichen Insulins 
ab. Injiziert man die Praparate, ebenfalls als Kristallsuspensionen, 
subcutan an Kaninchen, so liegen die auftretenden Wirkungsverzége- 
rungen etwa im gleichen Bereich wie nach Injektion von Kristall- 
suspensionen normaler Insulinkristalle. 


Blutzuckerwirkung von Xanthurenséiure, Kynurenin 
und Tryptophan ; 

Nachdem die vorstehend beschriebenen Versuche iiber das Zink - 
bindungsvermé6gen von Xanthurenséure, Kynurenin und Tryptophan 
sowie tiber das Komplexbildungsvermégen dieser Substanzen mit 
Zink und Insulin AufschluB gegeben hatten, priiften wir diese drei 
Verbindungen auf ihre Blutzuckerwirkung am Kaninchen. Dabei arbei- 
teten wir nicht nur unter Normalbedingungen an gesunden Tieren, 
sondern auch nach vorheriger oder gleichzeitiger Fettbelastung der Tiere, 
teilweise auch nach Vorbehandlung mit Desoxypyridoxin. Denn aus den 
Verdffentlichungen Kotakes* 1%, in denen die Erzeugung eines experi- 
mentellen Diabetes bei der Ratte durch Injektion von Xanthurenséure 
schon in Dosen von 85 mg/kg mitgeteilt wird, ist nicht mit Sicherheit 
zu entnehmen, ob nicht eine besondere Stoffwechselsituation, z. B. 
langdauernde vorherige Tryptophan-Fettbelastung, fiir die Erzielung 
eines diabetogenen Effektes notwendig ist. Neben dem Blutzucker- 
verhalten untersuchten wir die Ausscheidungsverhaltnisse im Harn und 
kontrollierten histologisch die Langerhans‘schen Inseln auf etwaige Ver- 
anderungen. 


a) Zufuhr von synthetischer Xanthurensadure 


Um Einblicke in das Verhalten der Xanthurensiure im Stoffwechsel, 
besonders in den zeitlichen Verlauf ihrer Eliminierung zu erhalten, 
wurde zunachst die Ausscheidung von Xanthurensiure im Harn nach 
intravenoéser Injektion an Kaninchen und Hund gepriift (Tab. 1). 

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, wird nur ein Teil der injizierten Xanthu- 
rensdure, der beim Hund etwa 1/3, dagegen beim Kaninchen einen sehr 
viel geringeren Anteil ausmacht, mit dem Urin ausgeschieden, wobei die 
Ausscheidung tiberwiegend in den ersten 24 bzw. 48 Stdn. erfolgt. 

Das Verhalten des Blutzuckers nach intravendser Injektion von 
Xanthurensiure (200 mg/kg i. v.) wurde bei gesunden, nicht vor- 
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Tab. 1. Xanthurenséure-Ausscheidung im Harn bei Hund und Kaninchen 
nach Injektion von 200 mg Xanthurensaure/kg i. v. 


















































Xanthurensaure-Ausscheidung Ausgeschiedene 
Nr Gewicht im Harn in mg Xanthurensdure 
kg n. 24 | n. 48 | n.72 | n. 96] Ge- ni ar ig 
Stdn. | Stdn. | Stdn. | Stdn. | samt aiid 
Hund St. | 10,0 670,0 13,4 — | 683,4 34,0 
Kaninchen | 430 1,9 57,0 8,4 _ — 65,4 17,2 
Kaninchen | 482 2,1 15,4 | 12,7 — — 28,1 6,7 
Kaninchen | 438 2,6 35,0 | 15,5 ~~ ~ 50,5 9,7 
Kaninchen | 416 2,6 31,8 i — — 38,9 7,5 
Kaninchen | 431 3,0 31,8 | 32,0 -- -- 63,8 10,5 
200 
180 
3° 160 
© 40 
3 120 > < 
PS 100 a ne 
60 
60 — 
OtI4 12 6 24 30 = 48 
Stdn.—— 


Abb. 1, Blutzuckerverlauf nach Injektion ( | ) von 200 mg Xanthurensaure/kg i.v. 
nach 6-tagiger Vorbehandlung mit 4 g Olivendl/kg pro die. 


behandelten Kaninchen am Tage der Injektion fortlaufend und danach 
noch der Niichternblutzucker eine Woche lang beobachtet. Mit Aus- 
nahme geringfiigiger und kurzdauernder Steigerungen bei einzelnen 
Tieren im AnschluB an die Injektion (maximal 145 mg®/,) blieb der Blut- 
zuckerspiegel véllig unbeeinfluBt. 

Die Blutzuckerwirkung§ gleichhoher Xanthurensiuredosen 
(200 mg/kg i.v.) testeten wir am Kaninchen weiterhin nach mehrwéchiger 
Vorbehandlung mit Desoxypyridoxin (tagl. 5 mg/kg) und nach vorheriger 
Fettbelastung (6 bzw. 14 Tage vor der Injektion tagl. oral 4—6 g Oliven- 
6l). Im AnschluB an die Injektion kam es jetzt zu mehrstiindigen 
Hyperglykamien, (s. als Beispiel Abb. 1), die nach Desoxypyridoxin- 
behandlung maximal 170 mg®/p, nach Fettbelastung maximal 193 mg®/, 
erreichten. Die Beobachtung des Blutzuckers wihrend der folgenden 
14 Tage zeigte keine 150 mg®/, iibersteigende Erhéhung. Hypoglykimien 
wurden nicht gesehen. Die histologische Untersuchung der Langerhans‘- 
schen Inseln zeigte keine degenerativen Verainderungen der B-Zellen. 
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b) Zufuhr von Kynurenin und Tryptophan 


Die Priifung von Kynurenin und Tryptophan bei i. v. Injektion an 
Kaninchen erfolgte einmal unter Normalverhiltnissen, zum anderen nach 
vorheriger Fettbelastung. Hierzu gaben wir 4 Tage ante injectionem 
Olivenél per Magensonde in Dosen von 5 g/kg am ersten und 2. Tag 
sowie 10 g/kg am 3. und 4. Tage. 

Bei diesen Untersuchungen wurden die einzelnen Tryptophan- 
Stoffwechselprodukte im Harn papierchromatographisch bestimmt. Denn 
neben einer fortlaufenden Blutzuckerkontrolle war von Bedeutung, in- 
wieweit die Fettbelastung die Bildung von Xanthurenséure (aus Kynu- 
renin und Tryptophan) oder allgemein eine Verschiebung im Tryptophan- 
stoffwechsel hervorrufen kann. 


Tab. 2. Ausscheidung von Tryptophan-Stoffwechselprodukten 
beim Kaninchen ohne und mit Fettbehandlung. 














Kaninchen re Dosis 
Injizierte mg/k Futter ausgeschieden 
Gruppe Zahl Substanz 8 8 8 
Nr. der Tiere ibs 
Kynurenin, 
1 2 d,l-Kynurenin 200 normal Kynurensaure, 
Anthranilsiure. 
Kynurenin, 
2 2 d,l-Kynurenin 200 Fettzusatz | Kynurensaure, 
Xanthurensaure. 
Kynurenin, 
3 2 d,l-Tryptophan 300 normal Kynurensaure, 
Anthranilsaure. 
Kynurenin, 
4 2 d,l-Tryptophan 300 Fettzusatz | Kynurensaure, 
Xanthurensaure. 














Die in Tab. 2 angefiihrten Ergebnisse lassen einen deutlichen Ein- 
fluB der Fettbelastung auf den Tryptophanstoffwechsel in- 
sofern erkennen, als eine nach Tryptophan- oder Kynureningabe norma- 
lerweise nicht (oder nur in nicht erfaBbaren Mengen) vorhandene 
Xanthurensaureausscheidung nach Fettbelastung deutlich in Erschei- 
nung tritt, wahrend gleichzeitig die nach Tryptophan- oder Kynurenin- 
zufuhr sonst im Urin vorhandene Anthranilsiure verschwindet. Aller- 
dings hatte diese Verschiebung in der Ausscheidung offenbar keine Riick- 
wirkung auf den Blutzucker, denn in den Gruppen 1—3 (Tab. 2) blieb 
der Blutzuckerspiegel unbeeinfluBt. Nur in Gruppe 4 (Tab. 2) konnten im 
Anschlu8 an die Injektion mehrstiindige Blutzuckersteigerungen bis zu 
173 mg®/, beobachtet werden. 

Der Blutzuckerverlauf nach Tryptophangaben unter Fettbe- 
lastung gab nun Veranlassung zur Klirung der Frage, ob vielleicht 
eine langerdauernde bzw. mehrfach wiederholte Try ptophan-Fett- 
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Belastung zu einer permanenten Hyperglykamie fiihren kénnte. Wir 
verringerten im Hinblick auf eine méglichst gute Vertriaglichkeit in 
diesen Versuchen sowohl die Fett- als auch die Tryptophandosen und 
verabreichten an Kaninchen in regelmaBigen Abstanden (s. Abb. 2) 
neben ihrer Grundkost oral Tryptophan und Fett in einer Dosierung 
von 500 bis 1000 mg/kg Tryptophan und 2—4 g/kg Olivendl. 

Abb. 2 zeigt an einem Beispiel, daB linger dauernde Tryptophan- 
und Fett-Fiitterung mit Xanthurensdiureausscheidung zunichst ohne 
Beeinflussung des Blutzuckers vor sich gehen kann, daB jedoch unter 
dieser Behandlung nach einer gewissen Latenzzeit passagere Blut- 
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Abb. 2. Blutzuckerverhalten nach mehrfacher Tryptophan-Fett-Belastung 
(K 207 = 2200 g). | = je 0,5 g d,l-Tryptophan und 2g Olivendél/kg oral. 


zuckersteigerungen auftreten, die auch zu Glykosurie fiihren 
kénnen. Die Blutzuckersteigerungen kénnen mehrere Tage anhalten 
(s. Abb. 2). Nach Absetzen der Belastung kehrt der Blutzucker wieder 
zur Norm zuriick; Einzelbeobachtungen weisen jedoch darauf hin, daB 
eine gewisse Labilitat gegeniiber erneuten Tryptophan- und Fettbe- 
lastungen zunichst bestehen bleibt, auf die dann wiederum sofort Hyper- 
glykamie auftritt. Die histologische Untersuchung der Langerhans‘schen 
Inseln dieser Tiere ergab keinen Anhalt fiir eine Schadigung der B-Zellen 
und zeigte auch keine fa8baren Veraénderungen in ihrem Granulagehalt. 


Diskussion der Ergebnisse 


Aus unseren Versuchen geht hervor, da8 Tryptophan, Kynurenin 
und Xanthurensiure schwerlésliche Zinkkomplexe bilden. Zu- 
sammensetzung und Struktur dieser Komplexe lassen erkennen, da 
in Ubereinstimmung mit den experimentell beobachteten Eigenschaften 
Zink-kynurenin (1:2) und Zink-xanthurenat (1:1) eine erheblich héhere 
Komplex-Stabilitat besitzen als die meisten Zink-Aminosaure-Komplexe, 
wie z. B. Zink-glycin (1:2), Zink-alanin (1:2) oder Zink-asparagin (1:2), 
welche durch Wasser hydrolytisch gespalten werden. Weiterhin kénnen 
wir zeigen, da8 Kynurenin und Xanthurensiure mit Zink und Insulin 
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zu gemischten Komplexen zusammentreten, die in neutralen Acetat- 
pufferl6sungen schwerléslich und stabil sind. Diesen Komplexen ordnen 
wir die schematische Formel Insulin-Zn-R zu, wobei R dem in fester 
komplexer Bindung vorliegenden niedrigmolekularen Liganden ent- 
spricht. Ein analog gebautes Insulin-zink-tryptophan lieB sich dagegen 
nicht mit Sicherheit darstellen, vermutlich deshalb, weil die Affinitat 
des Tryptophans zum Zink nicht an diejenige des Kynurenins oder der 
Xanthurensaure heranreicht. 

Das Blutzuckerverhalten von Insulin-zink-kynurenin und von 
Insulin-zink-xanthurenat weicht weder bei intravendser noch bei sub- 
cutaner Injektion von demjenigen gew6hnlichen Kristall-Insulins ab, 
wenn man die Praparate als Kristallsuspensionen injiziert. Daraus geht 
hervor, daB Insulin in solchen gemischten Komplexen keine Schadigung 
erleidet und daB auch keine Blockierung blutzuckerwirksamer Gruppen 
erfolgt. Wir nehmen an, daB sehr bald nach der Injektion der Ligand R 
vom Insulin abgelést wird. ; 

Fir die Beurteilung einer etwaigen diabetogenen Wirkung von 
Tryptophan, Kynurenin oder Xanthurensiure folgt aus den Ergebnissen 
der in-vitro-Versuche, daB vor allem die beiden letztgenannten 
Stoffe mit dem Inselzink reagieren kénnten, vorausgesetzt, daB sie in die 
Inselzellen eindringen, und daB sie dariiber hinaus fahig sind, sich gegen 
die dort vermutlich vorhandenen Komplexpartner auszutauschen. Denn 
auf Grund des hohen Zinkgehaltes der Inselzellen diirfte anzunehmen 
sein, daB das dort befindliche, koordinativ gebundene Zink zum Teil 
nach Art unserer schematischen Formulierung Insulin-Zn-R vorliegt. 
Eine Schadigung des in den Inseln gespeicherten Zink-Insulins durch eine 
etwaige Reaktion mit Xanthurensiure oder Kynurenin ist nicht an- 
zunehmen, wie die unverainderte Wirksamkeit der entsprechenden 
Insulin-Zn-R-Komplexe zeigt. 

Die Priifung von Xanthurensaure, Kynurenin und Tryptophan auf 
etwaige akut diabetogene Wirkung bei intravenéser Injektion an 
gesunden Kaninchen verlief véllig negativ. Ein solches, nicht diabeto- 
genes Verhalten ist von zahlreichen zinkbindenden Substanzen bekannt, 
wie aus den Arbeiten Okamotos und seiner Schiiler?* 1516 hervor- 
geht, die unter zahlreichen zinkaffinen Stoffen nur wenige diabetes- 
erzeugende fanden. Speziell fir die Xanthurensiure kénnen wir daher die 
Einreihung unter die nicht akut diabetogenen Substanzen bestatigen, 
wie sie Okamoto und Kadota® ®1*1° auf Grund ihrer negativen Be- 
funde an Kaninchen und Ratten (50—1000 mg/kg) bereits vorgenommen 
haben. 

Andererseits bestiatigen unsere Versuche am mit Fett belasteten 
oder mit Desoxypyridoxin behandelten Kaninchen die Angaben Kota- 
kes darin, daB jetzt auf Xanthurensiure- oder Tryptophangaben 
passagere Blutzuckersteigerungen auftreten kénnen. Eine 2- 
oder 3-phasige Blutzuckerkurve mit einer hypoglykaémischen Periode, 
wie sie von Kotake und Mitarb.*!* fiir die Xanthurensiure (bereits 
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bei 85 mg/kg) und akute Tryptophanbelastungen (800 mg/kg) bei Ratten 
angegeben wird, wurde jedoch auch bei diesen vorbehandelten Kaninchen 
vollkommen vermiBt. Ebenso fehlten morphologisch faBbare Veradnde- 
rungen an den B-Zellen der Langerhans‘schen Inseln, wie man sie sonst 
nach akut diabetogen wirkenden Verbindungen (z. B. Alloxan, Dithizon, 
Oxin) findet. Nach unseren Versuchen haben also Xanthurensaure, 
Kynurenin und Tryptophan auch unter Fettbelastung bzw. in 
durch Desoxypyridoxin erzeugtem B,-Mangel-Zustand wenigstens beim 
Kaninchen keine akut diabetogene Wirkung. 

Kotake?® berichtet in seiner jiingsten Arbeit iiber eine chronisch 
diabetogene Wirkung der Xanthurensiure, denn er konnte bei Ratten 
durch sehr lange Zeit (mehr als 200 Tage) fortgesetzte Casein- Butter- 
Diat Hyperglykimie und diabetesihnliche Symptome hervorrufen. 
Dabei sollen auch morphologische Veranderungen an den Inseln nach- 
zuweisen sein. Wie bisher wird auch in dieser Arbeit?® von Kotake und 
Mitarbb. die Xanthurensdure als diejenige Substanz angesehen, die 
auch fiir die unter Casein- oder Tryptophan-Zufuhr bei Ratten be- 
obachteten Blutzuckerveriinderungen verantwortlich zu machen sei. 
Diesen SchluB ziehen sie aus der begleitenden Xanthurensidure-Aus- 
scheidung im Harn. 

Wir kénnen nun von unseren Kaninchenversuchen her bestatigen, 
daB die Blutzuckerverinderungen nach Tryptophangaben nur dann auf- 
treten, wenn gleichzeitig Xanthurensiure im Urin ausgeschieden wird. 
DaB jedoch auch die Xanthurensaure selbst erst bei Injektion im B,- 
Mangelzustand zu Blutzuckerveriinderungen fiihrte, wahrend diese 
vollig fehlten am gesunden, nicht vorbehandelten Kaninchen, mu8 auch 
daran denken lassen, daB andere Tryptophan-Stoffwechselprodukte unter 
diesen Versuchsbedingungen auftreten kénnten. Dann wiirde die Xan- 
thurensaure unter Umstinden nur ,,Begleitsymptom“ sein. 

Erst kiirzlich hat Dalgliesh?’ darauf aufmerksam gemacht, daB abweichend 
von den bisherigen Vorstellungen iiber den Tryptophan-Abbau auch andere Abbau- 
wege, z. B. eine primare Oxydation des Tryptophans zum 7-Oxy-tryptophan még- 
lich seien. Auch andere Beobachtungen tiber den bei B,-Mangel veranderten Gehalt 
an vom Tryptophan sich ableitenden Urin-Farbstoffen' weisen darauf hin, daB die 
Pathologie des Tryptophanstoffwechsels noch nicht als abgeschlossen gelten kann. 

Bemerkenswert erscheint die in unseren Kaninchenversuchen in 
Bestatigung der Befunde Kotakes (bei Ratten) gemachte Beobachtung, 
daB schon kurzdauernde Fettbelastungen Verainderungen im 
Tryptophanstoffwechsel verursachen, die denen im VitaminB,- 
Mangel vollig analog sind. In Erginzung zu Kotakes Angaben, nach 
denen Fettbelastung die Xanthurenséureausscheidung nach Tryptophan- 
gaben erheblich steigert, zeigen unsere Ergebnisse (s. Tab. 2) weiterhin, 
daB gleichzeitig mit der erh6hten Xanthurenséureausscheidung nach 


26 Y. Kotake jr., T. Inada u. Y. Matsumura, J. Biochemistry [Tokyo] 
41, 255 [1954]. 
27 C. E. Dalgliesh u. 8. Tekman, Biochem. J. 56, 458 [1954]. 
12* 
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Fettbelastung ein Verschwinden der Anthranilsiureausscheidung einher- 
geht, die sonst nach alleiniger Tryptophan- oder Kynureninfiitterung 
beobachtet wird. 

Nach den Untersuchungen von Wiss*®® und Dalgliesh*® ist das 
die Reaktion Kynurenin — Anthranilsiure bzw. Oxykynurenin — Oxy- 
anthranilsiure katalysierende Ferment, die Kynureninase, im hohen 
MaB B,-abhangig, so daB bei B,-Mangelzustinden nicht die von der 
Kynureninase gesteuerte ,,splitting-reaction‘, sondern die weniger B,- 
empfindliche ,,cyclisation-reaction® ablauft. 


y 
aff Kynurenin > 
Anthranilsaure <~—_____— [ee __, Kynurensaure 
Spaltung | RingschluB 
iP 3-Oxy-kynurenin > ‘ 
3-Oxy-anthranilsiure ———— |_____,. Xanthurensaure 


blockiert bei 
Vit.B,-Mangel 


Dies entspricht dem von uns erhobenen Befund, da8 im Zustand der 
Fettbelastung nach Tryptophanzufuhr die Anthranilsiureausscheidung 
in den Hintergrund tritt. Das Symptom einer gleichzeitig einsetzenden 
Xanthurensaureausscheidung ist fiir den B,-Mangelzustand typisch und 
hat als B,-Mangeltest sogar Eingang in die Klinik gefunden. 

Auf welchem Wege Fettbelastung zu einem B,-Mangel fiihrt, laBt 
sich noch nicht entscheiden, da iiber direkte Beziehungen des Fettstoff- 
wechsels zum VitaminB, noch keine sicheren Angaben médglich sind. 
Ohne auf vorhandene Hypothesen einzugehen, wird man jedoch ange- 
sichts der umfangreichen enteralen B,-Synthese beim Séugetier auch 
an Stérungen der physiologischen Darmflora durch die Fettbelastungen 
denken miissen. 

AbschlieBend méchten wir sagen, daB Okamotos Ansicht* ® 15 16, 
Xanthurenséure sei nicht wie Dithizon oder Oxin akut diabetogen, 
sicherlich zu Recht besteht. Wir finden bei Xanthurenséure ebenso wie 
bei Kynurenin zwar starke Zinkaffinitat, jedoch keine akut diabetogenen 
Eigenschaften. Andererseits kénnen wir aber auch die Befunde Kota- 
kes* 1326 insoweit bestatigen, als Xanthurensiure und Tryptophan bei 
gleichzeitiger Fettbelastung Hyperglykamien hervorrufen kénnen. Ob 
diese Blutzuckersteigerungen, die nach Kotake*® insularen Ursprungs 
sein und bis zum Diabetes fiihren sollen, von der Xanthurensiaure ver- 
ursacht und in den Inseln ausgelést werden, la Bt sich nach unserer Ansicht 
bisher jedoch nicht entscheiden. 


28 O. Wiss, diese Z. 298, 106 [1953]; s. a. Helv. chim. Acta 82, 1694 [1949]. 
29 C.E. Dalgliesh, Biochem. J. 52, 3 [1952]. 
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Beschreibung der Versuche 
Xanthurensaure-Synthesen 


1. nach Musajo und Minchilli!*: Aquimolare Ansitze zu je 0,05 oder 
0,1 Mol o-Anisidin und Oxalessigsaure-dimethylester lieferten nur mabige 
Ausbeuten an Xanthurensiure (10—15% d. Th., ber. auf das eingesetzte o-Anisidin). 
Dies erklart sich jedoch zum Teil daraus, daB die Zwischenprodukte durch Um- 
kristallisieren gereinigt wurden: [2-Methoxy-phenylimino]-bernsteinsaure- 
dimethylester, Schmp. 70—71°, aus Petrolither, und 4-Oxy-8-methoxy- 
chinolin-carbonsaure-(2)-methylester, Schmp. 158—160°, aus Benzol. Die 
gewonnene Xanthurensiure schmolz bei 288—290°. 

4,823 mg Sbst.: 10,34 mg CO,, 1,61 mg H,O. — 4,131 mg Sbst.: 0,240 com 
N, (korr.), 21°, 762 mm (red.). 


C1oH,O,N (205,16) Ber. (58,54 H3,44 N6,83 
Gef. (58,50 H3,74 N6,76 


2. nach Mebane und Oroshnik!®: Ausgehend von 71,0 g (0,378 Mol) Oxal- 
essigsdure-diadthylester und 46,5 g (0,378 Mol) o-Anisidin erhielt man 
103,5 g (93,5% d. Th.) [2-Methoxy-phenylimino]-bernsteinsaure-diathyl- 
ester. Diese 103,5 g wurden in drei Teilen mit je 600 ccm Paraffinél durch Er- 
hitzen in 4-Oxy-8-methoxy-chinolin-carbonsaure-(2)-athylester itiber- 
gefiihrt. Ausb. 33,2 g (38,1% d.Th.). Umwandlung mit HJ in Xanthuren- 
siure: 24,4 g (88,7% d. Th.) vom Schmp. 296—297°. 

4,510 mg Sbst.: 9,68 mg CO,, 1,42 mg H,O. — 4,628 mg Sbst.: 0,277 com 
N, (korr.), 22°, 750 mm (red.). 


C,oH,0,N (205,16) Ber. (58,54 H3,44 N6,83 
Gef. C 58,57 H3,52 N 6,84 


3.nach Furst und Olsen?®: 10,0g (0,034 Mol) [(2-Methoxy-phenylimino]- 
bernsteinsadure-didthylester, dargestellt aus o-Anisidin und Oxalessigsaure- 
diithylester wie oben unter 1. und 2., trug man in 15 ccm siedendes Dowtherm A 
ein. Ausb. an 4-Oxy-8-methoxy-chinolin- carbonsaure-(2)-athylester: 
6,0 g = 0,024 Mol (71,4% d.Th.). Daraus erhielt man durch Behandlung mit 
Kaliumjodid und 95-proz. Phosphorsaure 4,7 g (94,4% d. Th.) Xanthurensaure 
vom Schmp. 297—298°. 

4,793 mg Sbst.: 10,26 mg CO,, 1,51 mg H,O. — 3,932 mg Sbst.: 0,232 com 
N, (korr.), 22°, 775 mm (red.). 


C,oH,0,N (205,16) Ber. 58,54 H3,44 N6,83 
Gef. C 58,42 H3,53 N 6,78 


Zink-Komplexe 

Zink-xanthurenat: a) durch doppelte Umsetzung: 50,3 mg Xan- 
thurensdure (analysenrein, s.o.) lést man unter Zusatz von 0,l-n.NaOH in 
20 ccm Wasser, gibt 16,2 mg Zink (als Zinkacetat) hinzu und bringt auf pq 5,8. 
Die sich dabei bildende Gallerte wandelt sich beim Erwarmen auf dem Wasserbad 
(80°) innerhalb von 30 Min. in gelbe Flocken um, die man abzentrifugiert, mit 
Wasser bis zur Farblosigkeit des Waschwassers und danach mit Aceton und Ather 
wascht. Ausbeute: 35 mg. 

b) mittels Zink-glycins: Man laBt eine Zink-glycinat-Lésung, der zur 
Vermeidung von Hydrolyse etwas Glycin beigegeben wird, mit Xanthurensaure 
im Molverhaltnis 1:1 langere Zeit, etwa 1 Stde., sieden. Dabei scheidet sich das 
gebildete Zink-xanthurenat nach und nach in gelben Flocken aus. Die Reaktion 
ist beendet, wenn die itiberstehende Lésung vollkommen klar und farblos geworden 
ist. Abfiltrieren, trocknen im Exsiccator itiber CaCl, ohne zu evakuieren. Aus- 
beute 39 mg. 
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21,80, 4,736 mg Sbst. verascht mit H,SO,/H,O,, verbr. 7,60, 1,634 ccm 
0,01-m.Komplexon-III. — 29,227 mg Sbst. 100 Stdn. iiber P,O; bei 110° und 
10-1 Torr., Gew.-Verl.: 1,627 mg. 

C,9H,0,N Zn + H,O (286,54) Ber. Zn 22,82 H,O 6,29 

Gef. Zn 22,79 22,57 H,O 6,01 

Zink-kynurenin: a) 104 mg (0,5 mMol) werden in 30 ccm 0,1-m.Acetat- 
puffer (px 7,2) gelést. Nach Zugabe von 8,15 com Zinkacetat-Lésung (= je 2 mg 
Zn/ecm) und Einstellen des py auf 5,8 erfolgt iiber Nacht Kristallbildung, die 
beim Aufbewahren im Kihlschrank weiter zunimmt. Abzentrifugieren, waschen 
mit Wasser, Aceton und Ather. 

b) 208 mg (1 mMol) Kynurenin werden in 30 ccm Wasser gelést. Dazu gibt 
man 68 mg (0,5 mMol) Zinkchlorid und 10 cem 0,1-n.NaOH (1 mMol). Es fallt 
sofort Zink-kynurenin amorph aus; abzentrifugieren und waschen, wie oben. Zur 
Kristallisation Jést man 50 mg in 50—100 ccm Wasser und filtriert. Im Kiihl- 
schrank beginnen nach etwa 1 Stde. Kristalle auszufallen. 

4,258 mg Sbst. (wasserfrei): 0,438 ccm N, (korr.), 23,5°, 749 mm (red.). — 
6,871, 3,278 mg Sbst. (wasserfrei) verbr. nach Veraschung mit H,SO, 1,415, 
0,676 ccm 0,01-m.Komplexon-III. 

Cy9H..0,N,Zn (479,8) Ber. N 11,86 Zn 13,63 : 

Gef. N 11,67 Zn 13,46 13,48 

Zink-tryptophan: 204 mg (1 mMol) d,/-Tryptophan lést man in 40 cem 
Wasser unter Erwarmen, gibt 68 mg (0,5 mMol) Zinkchlorid und 10 cem 0,1-n. 
NaOH dazu. Die sofort einsetzende Niederschlagsbildung erscheint zunachst in 
spairlichen Flocken, wird aber bei langerem Stehenlassen reichlicher und fest- 
amorph. Reinigung durch Umfallung: Lésen in salzsaurem Wasser unter Zer- 
legung, einstellen mit Natronlauge auf py 7,0. Kiihlschrank. 

5,378 mg Sbst.: 0,545 cem N, (korr.), 21,2°, 752 mm (red.). — 4,399 mg Sbst. 
verbr. nach Veraschen mit H,SO, 0,950 ccm 0,01-m. Komplexon-III-Lésung. 

C..H,.0,N,Zn (471,82) Ber. N 11,88 Zn 13,86 

Gef. N 11,63 Zn 14,12 


Gemischte Insulin-Zink-Komplexe 


Insulin-zink-xanthurenat: 20,5 mg (0,1 mMol) Xanthurensaure lost 
man in 20 ccm 0,1-m. Natriumacetat (pp 7,2), dazu gibt man 4 mg Zink in Form 
von 2 ccm einer Lésung, die in 100 ccm 672 mg Zinkacetat enthalt. Die Lésung 
bleibt klar; der PH wird auf 6,8 eingestellt. Zugabe von 20 mg krist. Insulin, 
Zinkgehalt 0,3%. 2 Stdn. gelinde schiitteln, abzentrifugieren, waschen mit zwei- 
mal je 10 cem Wasser, je einmal mit Aceton und Ather. Trocknen im Exsiccator. 
Ausb. 17,8 mg Kristalle. 

Zinkgehalt: Titration mit 0,001-m. Komplexon-II ohne Veraschen der Probe. 
Drei verschiedene Ansatze lieferten Praparate mit 1,70, 1,72 und 1,64% Zn. 

Xanthurensauregehalt: Losen der Kristalle in 1-n. NaOH, auftragen von 
100 y des gelésten Komplexes, aufsteigende Entwicklung in Butanol-Eisessig- 
Wasser (genaue Beschreibung, s. u. bei ,,Xanthurensaiure-Chromatographie‘). Auf 
Grund von Vergleichsmessungen mit bekannten Xanthurensiuremengen ergab sich 
fiir die drei obigen Praparate ein Xanthurensiuregehalt von etwa 5%. 

Insulin-zink-kynurenin: 20,8 mg (0,1 mMol) d,/-Kynurenin lést man in 
Acetatpuffer und gibt 4 mg Zink dazu, wie vorstehend beim Xanthurenat. Nach 
Stehenlassen iiber Nacht filtriert man von einem etwaigen Niederschlag ab, stellt 
den px auf 6,8 ein und gibt 20 mg krist. Insulin mit einem Zinkgehalt von 0,3°% 
zu. Weitere Verarbeitung, wie vorstehend. Ausb. 16,9 mg. 

Zinkgehalt: Titration mit 0,001-m. Komplexon-III ergab in drei verschie- 
denen Ansatzen 1,56, 1,60 und 1,74% Zn. 

Kynurenin-Gehalt: Lésen und auftragen des Komplexes, entwickeln des 
Chromatogramms. wie vorstehend beim Xanthurenat. Papierchromatographischer 
Nachweis des Kynurenins: s. u. Tab. 3. 
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Insulin-zink-tryptophan: 20,4 mg (0,1 mMol) /-Tryptophan lést man 
in Acetatpuffer, gibt 4 mg Zink zu und behandelt weiter, wie vorstehend be- 
schrieben. Ausb. 18,9 mg. 

Zinkgehalt: Komplexontitration ohne Veraschung ergab in zwei Prapara- 
tionen 1,68 und 1,87% Zn. 

Tryptophangehalt: Papierchiomatographie, s. u. Tab. 3, Identifizierung mit 
Ninhydrin, Tryptophangehalt in einigen Ansitzen nicht mit Sicherheit nachweis- 
bar, in anderen unter 1%. 


Tierversuche (Kaninchen) 

Injektionslésungen: Xanthurensaure als Natriumsalz, 20 mg/cem. Kynurenin 
und Tryptophan schwach alkalisch gelést, py 7,2—7,4, je 12 mg/ccm. 

Schlundsonde: Tryptophan in waBriger Suspension; direkt anschlieBend ver- 
abreichte man die Olivendlgabe. 

Blutzuckerbestimmungen nach Hagedorn-Jensen. 

Bestimmung und Identifizierung von Xanthurensaéure, Kynurenin und 
weiterer Tryptophan-Stoffwechselprodukte im Harn: 

Quantitative Xanthurenséure-Bestimmung im Urin nach Glazer". 

Chromatographie: 5ccm Urin werden mit der vierfachen Menge Aceton 
versetzt und iiber Nacht im Kihlschrank stehen gelassen. Nach Zentrifugieren 
wird der Uberstand zur Trockne gebracht und der Riickstand in 1 ccm dest. Wasser 
aufgenommen. 0,01 cem zur Chromatographie auftragen. Papier Schleicher & Schiill 
2043b. Aufsteigende Technik. Lésungsmittel: Butanol/Hisessig/Wasser = 4:1:5. 
Unsere zur Identifizierung der Tryptophan-Stoffwechselprodukte benutzte Technik 
ergibt sich aus Tab. 3, wobei wir uns zum Teil auf die Angaben von Wiss und 
Hellmann® stiitzen. 


Tab. 3. Chromatographie von Tryptophan und Tryptophan-Metaboliten (samtlich 
aufsteigend in Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5, Papier Schleicher & Schiill 2043b). 











Substanz a | 
im UV-Licht 
lier rumataMaeaaNe es) fois ste) deers Lewes ee es 0,48—0,51 fehlt 
IRGPUMOR Sous: oe) ws, a res wi : 0,37 —0,43 hellblau 
Xanthurenséure** ....... wee 0,49 —0,52 blau 
LG iiite: 1), hh nr a 0,53 —0,56 graublau 
Aminpameente 2. ck tt 0,93 —0,95 blauviolett 
Acetyl-kynurenin und andere konjugierte 
PSPAUNOUEND os ss Sle se 8 nicht beriicksichtigt 
5-Oxy-anthranilsiure .... . ton ae nicht gefunden 
3-Oxy-anthranilsiure ........ ms nicht gefunden 
5-Oxy-kyntremin 2... 2 2. wt ee nicht gefunden 
3-Oxy-kynurenin und deren konjugierte 
lytic: ae Sgesy mee See ane ieee Jee nicht gefunden 





* mit a-Naphthylamin diazotierbar. 

** mit Suifanilsiure diazotierbar. 

Die histologische Untersuchung der Langerhans’schen Inseln erfolgte nach 
den von Gomori ®! anzegebenen Methoden. 


Fiir wertvolle Mitarbeit danken wir Fraulein A.-M. Fretzdorff und Frau 


Jutta Wojahn- Decker. 
Die chemische Fabrik F. Hoffmann-La Roche A.G., Basel, unterstiitzte 


die Arbeit dankenswerterweise durch Uberlassung von Praparaten. 





30 0. Wiss u. H. Hellmann, Z. Naturforsch. 8b, 2 [1953]. 
31 G. Gomori, Amer. J. Pathol. 17, 395 [1941]; Amer. J. clin. Pathol. 20, 661 
[1950]. 
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Zusammenfassung 


Darstellung und Eigenschaften der Zink-Komplexe von Xanthuren- 
siure, Kynurenin und Tryptophan werden beschrieben. Xanthurensaure 
bildet mit Zink einen amorphen, sehr schwerléslichen 1:1-Komplex, 
Kynurenin einen kristallisierten, stabilen 2:1-Komplex, wahrend Tryp- 
tophan mit Zink zu einem in Wasser praktisch unléslichen 2: 1-Komplex 
zusammentritt. 

Krist. Insulin bildet mit Zink und Xanthurenséure bzw. mit Zink 
und Kynurenin gemischte stabile Komplexe der vermutlichen Zusammen- 
setzung Insulin-Zn-R. In diesen Verbindungen bleibt die biologische 
Wirkung des Insulins unverandert erhalten. 

Intraven6s injizierte synthetische Xanthurensaure wirkt nicht akut 
diabetogen. Sie lést am Kaninchen jedoch voriibergehende Hyperglyka- 
mie aus, wenn die Tiere mit Desoxypyridoxin oder Fettgaben vorbe- 
handelt sind. Kynurenin- und Tryptophan-Injektionen lassen nur bei 
Tryptophan nach vorangehender Fettbelastung. Blutzuckersteigerungen 
erkennen. Bei langerdauernder Tryptophan-Fett-Belastung (oral) beob- 
achtet man mehrtagige Hyperglykimie und Glucosurie. 

Die nach Tryptophan- oder Kynurenin-Belastung im Harn auftre- 
tende Anthranilséure-Ausscheidung verschwindet nach vorherigen 
hohen Fettgaben, an ihrer Stelle erscheint Xanthurehséure im Harn. 
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Untersuchungen zur Empfindlichkeitssteigerung 
der Prazipitin-Reaktion 


Von 
H. G. Klingenberg 
Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Graz (Vorstand: Prof. Dr. R. Rigler) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Juli 1954) 


Unter den Verfahren zum Nachweis eines Antikérpers (AK) im 
Serum nimmt die Prazipitin-Reaktion (PR) wegen ihrer einfachen 
Technik und der Méglichkeit, in Form des Titers quantitative Angaben 
machen zu kénnen, eine bevorzugte Stellung ein. Allerdings ist die 
Empfindlichkeit der PR oft nicht geniigend groB, um diesen Nachweis 
sicher fiihren zu kénnen, wahrend die Reaktionen, die man am Organis- 
mus beobachten kann, kaum einen Zweifel dariiber zulassen, da eine 
Antigen-Antikérper-Reaktion (AAR) abliuft. Mitunter bestehen merk- 
bare Diskrepanzen zwischen dem mittels der PR festgestellten Titer und 
der Empfindlichkeit des Organismus. 

Die Untersuchungen von Merrill' haben jedoch gezeigt, daB fir 
das Auftreten sichtbarer Folgeerscheinungen der AAR, sei es in Form 
der Prazipitatbildung oder der Agglutination, bestimmte, die Konzen- 
tration, GréBe und Oberflache der Antigenteilchen betreffende Voraus- 
setzungen erfiillt sein miissen. Auch Zinsser? hat auf die unterschied- 
liche Masse-Oberfliche-Relation der Antigenteilchen bei der Prazipi- 
tation und Agglutination hingewiesen und damit den nur scheinbaren 
Unterschied zwischen diesen beiden Phinomenen zu erkliren versucht. 
Nach beiden Autoren ergibt sich, daB mit zunehmender GroéBe der anti- 
gentragenden Oberfliche des Einzelteilchens die zur Prizipitation bzw. 
Agglutination notwendige Teilchenzahl kleiner wird. Andererseits erklart 
sich hieraus auch, daB bei der Agglutination im Gegensatz zur Prazipi- 
tation das Antiserum (AS) weitgehend verdiinnt werden kann, da im 
Falle der Agglutination die vom AK zu besetzende Gesamtfliche aller 
Teilchen kleiner ist als bei der Prazipitation. 

Dieser Umstand liegt allen Bestrebungen zugrunde, geringe AK- 
Mengen, die durch die PR nicht mehr erfaBbar sind, dadurch nachzu- 
weisen, da8 man das Antigen (AG) an gréBere Partikel adsorbiert und 
somit die AAR als Agglutinationsphinomen ablaufen laBt. Derartige 








1M. H. Merrill, J. Immunology 30, 169 [1935]. 
2-H: Zinsser, J. Immunology 18, 483 [1930]. 
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Methoden sind von Jones’, Roberts und Jones‘, Boroff®, Caveltié 
u. a. beschrieben worden. Als Adsorbenzien dienten gewaschene Ery- 
throcyten, verschiedene Bakterien, feinstverteiltes Olivenél, Kollodium- 
partikel u. a. Die Verfahren sind z. Tl. recht umstindlich und erfordern, 
wie z. B. das Koilodium-Partikel-Verfahren von Cavelti zeitraubende 
Herstellungsprozesse, die nur zu kurzfristig haltbaren Praparaten fiihren. 

Neben diesem Weg zur Empfindlichkeitssteigerung der AAR in 
vitro erscheint ein anderer gangbar, bei dem die Faktoren ausgeschaltet 
werden, die der Prazipitation entgegenwirken. Als solche sind das iiber- 
schiissige AG und auBer dem AK alle iibrigen Serumproteine anzusehen. 
Diese vermégen auf die Antigen-Antikérper-Komplexe (AGAK) eine 
Schutzkolloidfunktion auszuiiben und sie dadurch am Ausfallen zu 
hindern. Wie diesbeziigliche eigene Untersuchungen zeigten, kénnen 
auch Nichtproteine wie z. B. negativ geladene Farbstoffe, Fettsiuren 
die Prazipitation verhindern, da sie sich an die AGAK anlagern und 
damit dem Komplex eine gréBere Nettoladung -erteilen, womit der 
Flockung entgegengewirkt wird. Es sei nebenbei vermerkt, daB ganz 
analoge Beziehungen auch fiir den Reaktionsmechanismus des Welt- 
mannschen Koagulatignsbandes gefunden wurden, bei dem ebenfalls 
das Auftreten von EiweiBniederschligen von denselben Umstinden ab- 
hangt, wie sie fir die PR gelten. Auf nihere Einzelheiten kann an dieser 
Stelle nicht eingégangen werden, und es sei daher auf die entsprechenden 
Publikationen verwiesen’. 

Aus den erwaihnten Untersuchungen ergab sich ferner, daB der 
Titer eines AS nicht allein durch das Verhaltnis AG/AK bestimmt ist, 
sondern durch eine Relation, die als 

z > 
n+ AG —" 

definiert wurde. Hierin bedeutet y die Gesamtmenge des y-Globulins, 
sowohl des Immun- wie auch des tibrigen y-Globulins, wobei die verein- 
fachende Annahme gemacht wurde, dal} das Nicht-Immun-y-Globulin 
zur Stabilisierung des Systems keinen Beitrag leistet; n ist die Summe 

der tibrigen Serumproteine, AG die Antigenmenge. 

Fir die Bildung eines sichtbaren Prazipitates, gleichgiiltig ob das 
a«-Verfahren (AK konstant, AG variabel)® oder das f-Verfahren (AK 
variabel, AG konstant)® angewandt wurde, ergab sich, daB R einen be- 
stimmten Wert tiberschreiten muBte. Hiernach wird versténdlich, daB 
bei der PR das AG weitgehend, das AS nur wenig verdiinnt werden darf, 


3 L. R. Jones, J. exp. Medicine 48, 183 [1928]. 

4 E.C. Roberts u. L. R. Jones, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 47, 11 [1941]. 

5 D. A. Boroff, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 48, 294 [1940]. 

6 p. A. Cavelti, J. Immunology 49, 365 [1944]; 57, 141 [1947]. 

7-H. G. Klingenberg, diese Z. 298, 63 [1953]; 297, 199 [1954]; Z. ges. exp. 
Med. 119, 498 [1952]; 128, 1 [1954]. 

8 JI. R. Dean u. R. A. Webb, J. Pathol. Bacteriol. 29, 473 [1926]. 
® G. Ramon, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 86, 711 [1922]. 
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um Flockung zu erméglichen. Es folgt weiter daraus, daB Sera mit ge- 
ringem AK-Gehalt nicht mehr prizipitieren, weil der Wert R nie den zur 
Flockung notwendigen Betrag erreicht. (Dieser Wert ist fiir jedes AG- 
AS-System ein anderer.) Beim «-Verfahren wird die Prazipitation, die 
nur bei kleinsten AG-Mengen stattfinden kénnte, bereits durch die in 
zusammengefaBten Faktoren gehindert; es gehen gleichsam vordere und 
hintere Hemmzone ineinander tiber. Beim 6-Verfahren hingegen ist durch 
die fortschreitende Verdiinnung des AS und das damit zwangslaufig ver- 
bundene Uberwiegen des AG iiberhaupt keine Prazipitation zu erwarten. 
Es liegen sonach in beiden Fallen Systeme vor, deren Kolloidstabilitat so 
groB ist, da& auch AGAK darin nicht mehr flocken kénnen. 

Diese Uberlegungen veranla&ten die nachfolgenden Experimente, 
in denen versucht wurde, die Kolloidstabilitat zu senken, um auf diese 
Weise auch Prazipitationen bei AAR mit Sera von geringem AK-Gehalt 
zu erhalten. 


Beschreibung der Versuche 


Als Stoffe, die die Stabilitat einer Proteinlésung senken, kommen u. a. mehr- 
wertige Ionen in Betracht und zwar Kationen, da es sich bei dem vorliegenden 
Problem in erster Linie um die Beseitigung iiberschiissiger negativer Ladungen 
handelt. 

Calcium, welches sich beim Weltmannschen Koagulationsband, allerdings 
im Verein mit der Hitzedenaturierung der Serumproteine, vorteilhaft erweist. 
hat keinen Effekt auf die Empfindlichkeit der PR. 

Aluminium ist sehr geeignet, die Empfindlichkeit der PR zu steigern. 
Da die waBrigen Lésungen der Aluminiumsalze infolge hydrolytischer Spaltung 
stark sauer reagieren, wurde mit einer Aluminiumchlorid-Lisung in Natrium- 
acetat gearbeitet. Als giinstig erwies sich ein Reagens folgender Zusammensetzung : 
Lésung A: 1-m.Aluminiumchlorid; Lésung B: 2-m.Natriumacetat. 10 ml Loésung 
A + 50 ml Lésung B werden in einem Mafkolben mit dest. Wasser auf 100 ml 
aufgefiillt. Diese Lésung ist eine Woche haltbar. Unmittelbar vor Gebrauch wird 
diese Lésung 1:10 verdiinnt und mit der nun erhaltenen 0,01-m.Al-Lésung eine 
arithmetische Verdiinnungsreihe hergestellt, so dag man Lésungen von 0,01-, 
0,009-, 0,008- usw. bis 0,001-m. erhalt. Alle diese Lésungen kénnen nur am selben 
Tag verwendet werden. 

Der PR geht ein Vorversuch voraus, in dem die Fallbarkeit des AS (beim 
a-Verfahren) oder des AG (beim £-Verfahren) durch das Aluminium festgestellt 
wird. Zu diesem Zweck werden in die iiblichen Réhrchen je 1,0 ml 0,9-proz. Koch- 
salzlésung und je 0,1 ml AS oder AG pipettiert. In jedes Réhrchen kommen dann 
0,2 ml der verschiedenen Al-Lésungen von 0,01- bis 0,001-m. Die Ansitze bleiben 
bei Zimmertemperatur stehen und werden nach 1 Stde. abgelesen. Man stellt die 
Aluminiumkonzentration fest, die zur Flockung gefiihrt hat. Fiir den Haupt- 
versuch wird dann diejenige Aluminiumkonzentra:.ion benutzt, die um 0,002-m. 
niedriger ist als die flockende (z. B. Flockung im Vorversuch bei 0,2 ml 0,006-m., 
dann im Hauptversuch 0.2 ml 0,004-m. verwenden). Wichtig ist, daB wahrend 
des Zusatzes der Al-Lisung gut gemischt wird, damit nicht 6rtlich zu hohe Kon- 
zentrationen entstehen. Bei Einhaltung dieser Technik erfolgt die Flockung ohne 
Ubergang von einem Rohrchen zum anderen, so da8 Triibung und Flockung 
scharf voneinander abgesetzt sind. Dadurch, daB man die vom flockenden Réhrehen 
aus gerechnet zweitschwachere Aluminiumkonzentration verwendet, ist eine wei- 
tere Sicherung gegen unspezifische Flockungen im Hauptversuch gegeben. 

Der Hauptversuch gestaltet sich folgendermaBen: Das AG (AS) wird, wie 
iiblich, in 1,0 ml 0.9-vroz. Kochsalzlésung geometrisch verdiinnt; dazu kommen 
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Tab. 1. Steigerung der Empfindlichkeit der o-Prazipitin-Reaktion durch Alumi- 
niumzusatz. Ansatzvolumen: 1,3 ml; davon 1.0 ml Antigenverdiinnung in 0,9- 
proz. Kochsalzlésung, 0,1 ml Antiserum, 0,2 ml Al-Lésung. 





Flockung bei An- 























Antigen Antiserum ug Al tigenverdiinnung 
Rinderserum Kaninchen — 2-8 —2-10 
Rinderserum Kaninchen 48 2-7—2-10 
a oer rny Kaninchen mit Normalserum - naiiibiie 

1:10 verdiinnt _— 
, Kaninchen mit Normalserum ; =a = 
Rinderserum 1310 voile 48 10-4—10 
, Kaninchen mit Normalserum , 
Rinderserum 5 SOS weniland, negativ 
a a Kaninchen mit Normalserum 43- 10-3 —10-4 
1:100 verdiinnt 
Rinderserum Normalserum 48 negativ 


Tab. 2. Steigerung der Empfindlichkeit der (-Prazipitin-Reaktion durch Alumi- 


niumzusatz. 


Ansatzvolumen: 1,3 ml; davon 1.0m] Antiserumverdiinnung in 


0,9-proz. Kochsalzlésung, 0,1 ml Antigenlésung, 0,2 ml Al-Lésung. 


























: : Flockung bei An- 
Artigen Antiserum 8) |e diinng 
Menschenserum Kaninchen _ 2-2 
Menschenserum Kaninchen 54 2-10__ 9-16 
Rinderserum Kaninchen 2-3 
Rinderserum Kaninchen 27 2-72-18 
Rinderserum Kaninchen 54 2-52-21 
Ovalbumin (1%) Kaninchen — negativ 
Ovalbumin (1%) Kaninchen 19 2~8_2-9 
Rinderserum Kaninchen — 2-1 
Rinderserum Kaninchen 43 10-7 
: Kaninchen mit Normalserum ; 
Rinderserum 1:80 continent — negativ 
a Kaninchen mit Normalserum 43 10-7—10-8 
1:10 verdiinnt 
: Kaninchen mit Normalserum 3 
> >: inte 
tinderserum 1:100 verdiinnt negativ 
a Kaninchen mit Normalserum 43 10-8 —10-7 
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dann 0,1 ml AS (AG) und 0,2 ml der aus dem Vorversuch als geeignet gefundenen 
Al-Lésung. Die Ablesung der eventuell eingetretenen Flockung erfolgt nach Stehen- 
Jassen bei Zimmertemperatur nach 1 Stunde. 

In den wiedergegebenen Versuchen wurden AS von Kaninchen mit schwachen 
Titern verwendet, u. a. einmal das Serum eines Tieres, welches 6 Monate zuvor 
gegen Ovalbumin sensibilisiert worden war und bei dem die tiblichen Verfahren 
keinen AK mehr entdecken lieBen. Auch starkere Immunsera, die mit Normal- 
serum verdiinnt wurden, wurden yntersucht. Der Zusatz von Aluminium bewahrte 
sich auch zum Nachweis von AK in Fliissigkeiten von normalerweise sehr geringem 
Proteingehalt, wie erstes Augenkammerwasser. So konnte der AK-Gehalt im ersten 
Kammerwasser eines gegen Rinderserum sensibilisierten Kaninchens leicht nach- 
gewiesen werden. Die zur Verfiigung stehende Kammerwassermenge aus beiden 
Augen betrug 0,6 ml. 

Die Tab. 1 zeigt Versuchsergebnisse zur Empfindlichkeitssteigerung der 
a-PR, Tab. 2 solche der 6-PR. Wie man sieht, ist die Empfindlichkeitssteigerung 
bei der 8-PR bedeutender und es zeigt sich im Verlauf der 6-PR ein Maximum 
der Flockung bei hohen AS-Verdiinnungen. Tab. 3 gibt Kontrollversuche wieder, 
bei denen es sich um Kombinationen handelt, die in keinem AG-AK-Verhaltnis 
zueinander standen. In Tab. 4 ist schlieBlich ein Versuch dargestellt, der zeigt, 
daB Aluminium im Uberschu8 die Flockung zu verhindern vermag. Hierbei ist 
das Verhaltnis AG/AK konstant gehalten und nur die Aluminiummenge variiert. 


Tab. 3. Kontrollversuche zur Aluminium-Prazipitin-Reaktion. Ansatzvolumen: 
1,3 ml; davon 1,0 ml Proteinverdiinnung in 0,9-proz. Kochsalzlésung, 0,1 ml 
Normalserum, 0,2 ml Al-Loésung. 

















Proteinlésung Normalserum pg Al Flockung 
Menschenserum Kaninchen 54 negativ 
Ovalbumin (1%) Kaninchen 19 negativ 
Ovalbumin (1%) Rind 19 negativ 
Menschenserum Rind 54 negativ 
Rinderserum Kaninchen 43 negativ 


Tab. 4. Beeinflussung der Prazipitinreaktion bei konstantem Antigen-Antikérper- 
Verhaltnis durch verschiedene Aluminiumkonzentrationen. Ansatzvolumen: 
2,0 ml; davon 0,1 ml Antigen, 0,3 ml Antiserum, 1,6 ml Al-Lésung in 0,9-proz. 
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Eine allerdings nur geringe Empfindlichkeitssteigerung um etwa eine Zehner- 
potenz erreicht man im #-Verfahren durch Zusatz von Protamin. Ferner wurde 
noch die Wirkung von Eisen(III)-Salzen auf die PR untersucht. Sie erwiesen 
sich als nur wenig geeignet und sind vor allem wegen ihres Oxydationsvermégens 
ungiinstig. Das gleiche gilt hinsichtlich der chemischen Reaktionsfahigkeit auch 
von Cersalzen, von denen das Cerammoniumsulfat in Natriumacetat-Lésung 
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untersucht wurde. Das Aluminium war das bisher beste Mittel, um die Empfind- 
lichkeit der PR zu steigern. 


Diskussion 


Die mitgeteilten Versuche ergeben, dal} es méglich ist, durch Zusatz 
von kationischen Stoffen, besonders von Aluminium, die Empfindlich- 
keit der PR zu erhdhen, wobei die Flockung nur dann auftritt, wenn in 
dem untersuchten System eine AAR ablauft. Normale Sera geben 
mit anderen Proteinen in Gegenwart von Aluminium keine Flockung. 

Die Empfindlichkeitssteigerung der PR diirfte auf folgenden Um- 
stinden beruhen: Die leichte Adsorbierbarkeit des Aluminiums an 
negativ geladene Proteine fiihrt zu einer erhdhten Labilitat des gesamten 
Systems. Das Verhaltnis stabilisierender Anteile zu den labilisierenden, 
das fiir den Ausfall der PR, wie aber auch fiir das Weltmannsche 
Koagulationsband maBgeblich ist’, wird zugunsten der Letzgenannten 
verschoben. Wenn in einem solchen System noch dazu eine AAR statt- 
findet, dann bedeutet das eine weitere Verminderung der Stabilitat. Als 
Folge des damit verbundenen Uberwiegens der labilisierenden Faktoren 
tritt die Fallung ein. 

Unter den Umstinden, die die erhéhte Labilitat des Systems be- 
dingen, ist der durch die Minderung der Nettoladung herbeigefiihrte 
sicher wesentlich; denn es zeigt sich, daB durch die Zufuhr eines Uber- 
schusses an Aluminium wieder ein stabiles System erzeugt werden kann. 
In diesem Falle ist eine gentigend groBe positive Nettoladung entstanden, 
um die Flockung zu verhindern. Es ist aber dariiber hinaus anzunehmen, 
dafi sich der EinfluB des Aluminiums nicht nur auf den seiner Ionen 
beschrinkt, sondern auch die in waBriger Lésung stets erfolgende Bil- 
dung von Aluminiumhydroxyd von Bedeutung ist. Damit wiirde eine 
weitere zur Niederschlagsbildung neigende Komponente in das System 
eingefiihrt werden, der auBerdem noch betrachtliche adsorptive Eigen- 
schaften zukommen. Auf diese Weise sind Bedingungen gegeben, die 
sich denen der Agglutination nahern, die, wie eingangs erwahnt, bereits 
auf geringe AK-Mengen anspricht. In Anbetracht der flieBenden Uber- 
gange von Prazipitation und Agglutination ist zu beriicksichtigen, dab 
die Labilisierung der Proteine mit Aluminium zu grobdisperseren Teilchen 
fiihrt, was den Untersuchungen von Merril]! zufolge einer Verschiebung 
des Phinomens in Richtung der Agglutination gleichkommt. Dariiber- 
hinaus ist auch anzunehmen, daB die Stabilitat der entstehenden AGAK 
ebenfalls durch das Aluminium gemindert wird. Die Versuchsergebnisse 
von Eagle!®, Northrop und de Kruif?! iiber die Wirkung von ver- 
schiedenen Salzen auf die Flockung bzw. Agglutination von AGAK lassen 
an diese Méglichkeit denken, ebenso die alteren Untersuchungen von 
Bechhold®. Wir sind tiber die Reaktionen zwischen Aluminiumsalzen 


10 H. Eagle, J. Immunology 18, 393 [1930]. 
u J. H. Northrop u. P. H. de Kruif, J. gen. Physiol. 4, 639 [1922]. 
2-H. Bechhold, Z. physik. Chem. 48, 385 [1904]. 
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und Proteinen in waGBriger Lésung zu wenig unterrichtet, um den zu- 
grundeliegenden Reaktionsmechanismus in diesem Fall aufklaren zu 
konnen. Als sicher anzunehmen ist nur, da8 durch den Zusatz von Alu- 
miniumsalzen ein Zustand hoher Labilitét geschaffen werden kann, der 
durch eine AAR bis zur Niederschlagsbildung gestcigert wird. 

Aus den Versuchen geht ferner hervor, daB die Empfindlichkeit der 
p-PR wesentlich mehr gesteigert wird als die der «-PR und da8 innerhalb 
der B-PR ein Maximum der Fallung bei stérkeren AS-Verdiinnungen auf- 
tritt. Dieser zuniichst iiberraschende Befund kann bei Betrachtung des 
Verhaltens der R-Werte zu erkliren versucht werden. 

Wie eingangs gesagt, hingt das Auftreten der Prazipitatbildung 
von dem Verhaltnis 


ab. Bei der nichtbeeinfluBten PR wachst beim «-Verfahren R mit zu- 
nehmender AG-Verdiinnung, hingegen wird es beim f-Verfahren mit 
fortschreitender AS-Verdiinnung kleiner. Die Tendenz zur Niederschlags- 
bildung wichst also mit dem R-Wert, erreicht ein Optimum, um dann 
schlieBlich aus Mangel an AG zu sinken. 

Bei der Aluminium-PR ist jedoch zu beachten, daB die labile Kom- 
ponente nicht nur durch das y-Globulin, sondern auch durch einen Teil 
von n beim «-Verfahren bzw. einen Teil von AG beim f-Verfahren dar- 
gestellt wird. Bezeichnet man die durch den Aluminiumzusatz labil ge- 
wordenen Anteile mit dem Index /, die stabil verbliebenen mit dem 
Index s, dann gelten folgende Beziehungen: 

Fir das «-Verfahren: rae = R, Fir das f-Verfahren: * = = 

Man kann hieraus entnehmen, da8 beim «-Verfahren R auch unter 
der Beeinflussung durch Aluminium mit zunehmender AG-Verdiinnung 
nur gréBer werden kann. Im Faille des £-Verfahrens kann R, falls mit 
labilisiertem AG gearbeitet wird, im Gegensatz zur unbeeinfluBten 
Reaktion mit zunehmender AS-Verdiinnung gréBer werden, und zwar 
unter der Voraussetzung, daB 


AGi/AGs > y/n. 


Diese Bedingung war in den mitgeteilten Versuchen stets erfillt; denn 
die AG-Lésung wurde durch das Aluminium weitgehend labilisiert und 
war in jedem Fall instabiler als das AS. 

Hiernach wird auch verstindlich, daB die AG-Lésung durch Zusatz 
gréBerer AS-Mengen stabiler wird, d. h. daB eine Hemmungszone in der 
PR auftritt und erst nach Erreichen eines héheren, optimalen R-Wertes 
bei weiterer Serumverdiinnung die Prizipitation stattfindet. Diese durch 
Aluminium beeinfluBte B-PR verhialt sich demnach so wie eine unbeein- 
fluBte «-PR. Die Parallele der Aluminium-6-PR zur Agglutination ist 
unverkennbar und — wie bereits auseinandergesetzt — nicht nur formal 
zu deuten. 


R. 
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Aus den Versuchen kann in Ubereinstimmung mit fritheren ge- 
schlossen werden, daB das Auftreten von Prazipitaten zwar den Ablauf 
einer AAR voraussetzt, dariiber hinaus aber noch von anderen Faktoren 
abhingt, die mit der AAR in keinem unmittelbaren Zusammenhang 
stehen. Es spielen hierbei dieselben Vorginge eine Rolle, die auch fiir die 
Niederschlagsbildung vieler anderer Serumkolloidreaktionen, wie z. B. 
das Weltmannsche Koagulationsband, mafgeblich sind’. 

Man k6éante auf Grund der Ergebnisse geneigt sein, die PR im Sinne 
der Zweiphasen-Theorie zu interpretieren: 1. Phase Bildung der AGAK, 
2. Phase: Aggregation der AGAK und Flockung. Man muB jedoch be- 
riicksichtigen, daB selbst auf die Aggregation noch nicht notwendiger- 
weise die Flockung folgen mu, da auch die Aggregate durch Schutz- 
kolloide stabilisiert werden kénnen. In derartigen Fallen wiirde sich die 
Lésung nur starker triiben, was man ja oft beobachtet. Die mitgeteilten 
Versuche berechtigen daher zu keiner Entscheidung zwischen der Giiltig- 
keit der Ein-!* oder Zwei-?:!° 14 Phasen-Theorie.. Das Eintreten oder 
Ausbleiben der Prizipitation der AGAK hangt nicht nur von deren 
Kigenschaften allein ab, sondern wird immer durch die anderen Serum- 
proteine oder iiberschiissiges AG mitbeeinfluBt. Selbst wenn man den 
KinfluB der ibrigen Serumproteine ausschaltet, indem man mit reinen 
AK arbeitet, bleibt die Unsicherheit der Bestimmung der héchsten AG- 
Konzentration, bei der es noch als solches wirkt und noch nicht die Rolle 
eines auch durch andere Stoffe ersetzbaren Stabilisators spielt. K6nnte 
man diesen ,,Umschlagspunkt** von Antigen- in Stabilisatorwirkung ein- 
wandfrei erfassen, dann ware man in der Lage, den Titer im eigentlichen 
Sinn des Begriffes zu bestimmen. Was man gewohnlich unter dem Titer 
eines AS oder einer AK-Lésung versteht, ist wohl vom AK-Gehalt, aber 
auch in bedeutendem Mae von dem Milieu abhangig, in dem die AAR 
ablauft. 

Zusammenfassung 


Nach der Besprechung der Umstiinde, die abgesehen vom Zustande- 
kommen der Antigen-Antikérper-Reaktion bei der Prazipitin-Reaktion 
wesentlich sind, werden Versuche mitgeteilt, bei denen, vor allem mittels 
Aluminiums, eine betrachtliche Empfindlichkeitssteigerung der Prazi- 
pitin-Reaktion erzielt werden konnte. Der Mechanismus dieser empfind- 
lichkeitssteigernden Wirkung sowie die sich daraus ergebenden Riick- 
schliisse auf die Bewertung des Titers von Antiseren werden diskutiert. 


13 J, R. Marrack, Med. Res. Counc. Nr. 230 (London 1938]; M. A. Heidel- 
berger u. F. E. Kendall, J. exp. Medicine 50, 809 [1929]; 61, 559, 563 [1935]; 
62, 697 [1935]; L. Pauling u. Mitarbb., J. Amer. chem. Soc. 64, 3003 [1942]. 

14 W.C. Boyd u. S. B. Hooker, J. gen. Physiol. 17, 341 [1934]. 
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Die Wirkung von Streptomycin, Aureomycin und meso-Inosit 
auf die Lipoide der Rattenleber 
Von 
Mirza Abedi-Djourabtschi und Fritz Hartmann 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik, Géttingen, Direktor: Prof. Dr. R. Schoen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19, Mai 1954) 


meso-Inosit hat in den letzten Jahren vor allem wegen seiner lipo- 
tropen Wirkung im Fettstoffwechsel das Interesse auf sich gezogen!. 
meso-Inosit vermag wie Cholin oder Methionin den Aufbau von Phos- 
phatiden aus Neutralfetten zu foérdern?. Obwohl Inositphosphatide in 
Pflanzen (Phytin) sowie vor allem in Leber, Hirn und Herzmuskel auf- 
gefunden worden sind, ist noch nicht bewiesen, ob die lipotrope Wir- 
kung tiber die Bildung von Inositphosphatiden geht’. Es besteht die 
Moglichkeit, daB es indirekt lipotrop wirkt wie Vitamin E, Vitamin B,, 
und Fructose. Frehsen hat nachgewiesen, daB es den Eiweifkata- 
bolismus férdert und unter Umstanden Methionin freisetzt, das dann 
CH,-Gruppen fiir die Cholinsynthese zur Verfiigung stellt‘. 

Neben der lipotropen Wirkung ist Inosit aber Glied der Vitamin- 
B,-Gruppe und Wirkstoff zahlreicher Bakterien. Wie diese Wirkungen 
mit der lipotropen Wirkung in Verbindung stehen ist noch nicht be- 
kannt. 

1930 isolierte Anderson aus humanen Tuberkelbazillen das Phosphatid A,°. 
Es enthielt als Baustein einer zu 33% wasserléslichen Substanz meso-Inosit. Im 
Hapten des Tuberkelbazillus und im Wachs seiner Hiille fand sich Inositmono- 
phosphorsaure. Das Streptidin, eine Komponente des Streptomycins, ist ein Digua- 
nidino-tetraoxy-cyclohexan, das formal vom Inosit abgeleitet werden kann. In 
bezug auf das Wachstum des Tuberkelbazillus scheinen meso-Inosit und Strepto- 
mycin Antagonisten zu sein. Inosit hebt. die durch Streptomycin hervorgerufene 
Wachstumshemmung des Tuberkelbazillus wieder auf. Ebenso wird die antibak- 
terielle Wirkung des Streptomycins fiir Typhusbazillen und Staphylococcus aureus 
durch Inositphosphatide aufgehoben®. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei einigen 
Pflanzen’ und M ykobacterium avium®. Ein ahnlicher Mechanismus seeaeed zwischen 
Inosit und y-Hexachlorcyclohexan (Gammexan). 


1 C,H. Best, C.C. Lucas, I. H. Ridout u. I. M. Patterson, J. biol. Che- 
mistry 186, 1 [1950]. 

2? F. Hartmann, G. Schulze u. F. Ruwe, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 217, 98 [1953]. 

3 K. Voit u. H. Seckfort, Miinchener med. Wschr. 95, 680 [1953]. 

4 F. Hartmann, Naturwissenschaften 41, 231 [1954]. 

5 R. I. Anderson u. E. G. Roberts, J. biol. Chemistry 89, 611 [1930]. 

6 I. Rhymer, G.I. Wallace, L. L. Byers u. H. E. Carter, J. biol. Che- 
mistry 169, 457 [1947]. 

7 H. v. Euler, Arkiv. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 25, Nr. 17, 1-—9 [1948]. 

8 F. di Raimondo u. V. Ortali, Rend. Ist. super. Sanita 11, 1230 [1948]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 298 13 











194 Mirza Abedi-DjourabtschiundFritzHartmann, Bd. 298 (1954) 
Von folgenden Bakterien ist bisher bekannt, daB sie Inosit synthetisieren 
kénnen: Aerobacter aerogenes, Serratia marcescens, Pseudomonas fluorescens, Pro- 
teus vulgaris, Clostridium butylicum®. Solche Bakterien, die Inosit enthalten oder ihn 
synthetisieren, scheinen gegen Gammexanwirkung gefeit zu sein’®. Bei Ziichtung 
streptomycinresistenter Bakterien tritt haiufig Inositbediirftigkeit auf. Gewéhnt 
man gegen Inosit nicht resistente Staémme an Inosit, so entwickelt sich Strepto- 
mycinempfindlichkeit™. Solche Befunde setzen Inosit und Streptomycin zueinander 
in das Verhaltnis eines Vitamins zu einem Antivitamin. Inositantagonisten wie 
Gammexan fiihren wie Inositmangel zu Leberverfettung?*. 

Von besonderem Interesse ist das Verhiltnis von Inosit zum Bacterium coli. 
Starkenstein" zeigte, daB letzteres mit der Nahrung reichlich zugefiihrtes Phytin 
zersetzen und Inosit vergéren kann. Andererseits vermag die Flora des Mausedarms 
Inosit zu synthetisieren!*. In jedem Falle ist es méglich, daB durch die Darmbak- 
terien dem Organismus Inosit zur Verfiigung gestellt wird. Ein besonders wert- 
volles Studienobjekt fiir den Inositstoffwechsel ist Newrospora crassa, die auch dem 
qualitativen Nachweis des Inosits dient. 

Eine fiir den Fettstoffwechsel wichtige Beziehung besteht zwischen p-Amino- 
benzoesdure und Inosit. Nur beide zusammen wirken als Antigrauhaar-Faktor'>, 

Nun hat aber die p-Amino-benzoesiure eine Bedeutung fiir die Methionin- 
Synthese in Bakterien. Damit erklart man auch die Aufhebung der Sulfonamid- 
Hemmung durch Methionin"*-!’. »-Amino-benzoesiure wirkt wahrscheinlich bei der 
Methylierung von Homocystein zu Methionin mit?*. Vor allem Bacterium coli be- 
darf der p-Amino-benzoeséure zur Methionin-Synthese. Wie weit Inosit auch 
hier mit p-Amino-benzoeséure zusammenwirkt, ist nicht bekannt. 


Nach diesen Ergebnissen schien es naheliegend, den Fettstoff- 
wechsel der Leber unter der Einwirkung von Streptomycin und Aureo- 
mycin zu untersuchen. Wenn der Fettstoffwechsel der Leber unter 
anderem von Substanzen mitgesteuert wird, die der Darmflora ent- 
stammen, so waren Stérungen des Fettstoffwechsels nach Abtétung 
dieser Flora durch die genannten Antibiotika zu erwarten. Sie miiBten 
anti-lipotrop wirken. Fiir die Bedeutung des Inosits im Fettstoffwechsel 
ist nun wichtig zu wissen, wie weit es diese St6rungen zu beseitigen ver- 
mag. Die spezielle Frage lautet: 1. Produzieren die Darmbakterien 
Inosit ? 2. Wird durch die Darmbakterien Methionin oder ein unbekann- 
ter lipotroper Stoff gebildet, dessen Bildung durch Inosit gefordert oder 
durch Streptomycin bzw. Aureomycin gehemmt wird ? 


Methodik 


Zum Versuch wurden 156 junge weiBe Ratten im Gewicht von 100—120 g 
verwandt. Sie wurden in Einzelkafigen gehalten. 60 Tiere erhielten eine freie Kost, 


® R. C. Thomson, Univ. Texas Publ. 4, 237, 87 [1952]. 

10 W.H. Schopfer, T. Posternak u. M.C. Boss, Int. Z. Vitaminforsch. 
20, 121 [1948]. 

11 KE. F. Méller, Fortschr. chem. Forsch. 2, 116 [1951]. 

122M. J. Dallemagne, M.A. Gerebtzoff u. E. Philippot, Science [New 
York] 112, 148 [1950]. 

18 EK. Starkenstein, Biochem. Z. 30, 56 [1911]. 

14D. W. Woolley, J. biol. Chemistry 136, 113 [1940]. 

15 A.R.Climenco u. E. W. Mc. Chesney, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 51, 
157 [1942]. 
16 EK. A. Bliss u. D. H. Long, Bull. Johns Hopkins Hosp. 69, 14 [1941]. 
Ww J.S. Harris u. H. I. Kohn, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 73, 383 [1941]. 
18 K.C. Winkler u. P. G. de Haan, Arch. Biochemistry 18, 97[1948]. 
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“tne 96 Tiere wurden mit der von Best angegebenen leberverfettenden Kost ernahrt. Die 
Pro- Versuchsdauer betrug 15 Tage. Die besonderen Versuchsbedingungen gehen aus 
i} ot Tab. 1 hervor. Die Leberlipoide wurden nach der Tétung mit einer bereits beschrie- 
ung benen Methode!® bestimmt. 
Ihnt. 
to- . 
ie Ergebnisse 
wie Es gelang, den Darm der Tiere sowohl mit subcutanen Strepto- 
oli. mycin- wie mit peroralen Aureomycingaben soweit steril zu machen, 
ytin daB die iblichen Darmbakterien sich bakteriologisch nicht mehr nach- 
or: weisen lieBen. Lediglich Enterokokken konnten noch geziichtet werden. 
aK- 
ert- 
lem Tab. 1. Ergebnisse der Leberfett-Analysen. 
Die Gesamtlipoide sind in % der Trockensubstanz, die Bestandteile der Lipoid- 
no- fraktion in % der Gesamtlipoide angegeben. 
ris 
‘in- Zahl | Ge- | Phos-| Neu- . | Freie |Z 02| 44 
id. der | samt-| pha- | tral- so — Fett- |2 25 3 s 4 
~e Tiere |lipoide| tide | fett | ™ sduren}z = **| 57 
e- s 
ich 
Normalkost .| 20 | 20,90 | 59,40 | 25,29 | 2,92 | 2,72 | 7,10] 3,52 | 5,33 
ff- Normalkost + 
O- Streptom.!) .| 10 | 17,80 | 52,48 | 22,10 | 3,55 | 2,14 | 14,50} 2,11 | 1,94 
oa Normalkost + 
it- Streptom.?) 
ng u. Inosit®) . .} 10 | 19,50 | 52,00 | 21,30 | 2,90 | 1,95 | 13,20 | 4,50 | 4,21 
on Normalkost + 
se] Aureomycin’) | 10 | 27,02 | 39,13 | 45,59 | 2,16 | 1,97 | 4,89] 3,54 | 2,69 
r- 
- Normalkost + 
: Aureomycin*) 
n- u. Inosit®) . .| 10 | 30,40 | 36,94 | 52,08 | 1,51 | 2,81 2,37 | 1,62 | 3,40 
er 
Mangelkost . .| 30 | 29,10 | 35,80 | 40,60 | 4,10 | 3,40 2,20 | 7,00 
Mangelkost + 
Streptom.!) .| 15 | 31,70 | 29,64 | 51,70 | 4,42 | 3,88 | 9,70} 3,93 | 2,87 
. Mangelkost + 
Streptom.’) 
u. Inosit®) . .| 15 | 21,77 | 54,27 | 30,57 | 2,77 | 4,72 | 2,56] 2,87 | 5,07 
h. 
Mangelkost + 
Inosit®) . . .| 36 | 22,80 | 36,70 | 26,90 | 5,90 | 7,50 4,20 | 9,50 
Ww 
1) = 0,05 g/Tag sbe. 4) = 0,2 g/Tag Aureomye. p. o. 
2) = 0,1 g/Tag Streptomyc. sbe. 5) = 0,1 g/100 g/Tag sbe. 
3) = 0,2 g/Tag p.o. 6) = 0,2 g/100 g/Tag p. o. 
i, 
Auf die Gesamtlipoide hat das Streptomycin keinen Einflu8. Unter 
| Aureomycin dagegen steigen sie erheblich an. Inosit vermag diesen 
19 G. Schulze u. H. Siidhof, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 258, 211 [1953]- 
13* 
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Anstieg nicht zu bzeinflussen. Der bekannte Anstieg der Gesamtlipoide 
unter Mangelkost verschlimmert sich unter Streptomycin. Inosit be- 
wirkt aber in diesem Falle eine véllige Normalisierung, so wie man sie 
bei Mangelkost unter Zugabe von Inosit sieht. 

Besonders aufschluBreich ist das Verhalten der Phosphatide. Sie 
steigen in allen Versuchen etwas an. 

Am deutlichsten sind die funktionellen Stérungen im Fettstoff- 
wechsel an den Neutralfetten abzulesen. Unt>»r Streptomycin sinken sie 
nur etwas ab. Dagegen ist ein michtiger Anstieg unter Aureomycin zu 
beobachten. Dieser wird auch durch Inosit nicht beeinfluBt. Die Mangel- 
kost fiihrt zu dem bekannten Anstieg des Neutralfetts der Leber. Be- 





Normalkost YYUEIesns +. perag sd 
ae yyy, 


+Streptom)\ 
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% der Gesamtlipoide —— 
-Phosphatide () -Neutralfette 


Abb. 1. Prozentualer Anteil der Phophatide und Neutralfette an den Gesamt- 
ligoiden der Leber unter den verschiedenen Versuchsbedingungen. 


deutsam erscheint der Befund, daB Streptomycin diese Verfettung for- 
dert. Inosit hebt sowohl die Mangelkostverfettung wie den Strepto- 
mycineffekt auf. Besonders deutlich geht das Verhalten der Phosphatide 
und Neutralfette aus Abb. 1 hervor. 

Man sieht, da8 ein relativer Anstieg der Phosphatide mit einem 
fast quantitativ entsprechenden Abfall der Neutralfette einhergeht. Bei 
hohen Neutralfettwerten liegen die Phosphatidwerte niedrig. 

Wie Tab. 1 zeigt, bieten die iibrigen Fettfraktionen keine typischen 
Veranderungen. Auffallend ist vielleicht der Anstieg der freien Fett- 
siuren unter Streptomycin. Vor allem aber treten im Cholesterin — 
Cholesterinester-B_reich keine verwertbaren Abweichungen auf. 


Besprechung der Ergebnisse 


Streptomycin und Aureomycin kénnen den Fettstoffwechsel der 
Leber entweder direkt oder auch indirekt durch Zerstérung der Darm- 
flora b2einflussen, wobei von dieser gebildete wirksame Stoffe ausfallen. 


Bei einem anderen pathologischen Zustand der diatetisch hervorgerufenen 
Nekrose und Blutung der Leber sind die Wirkungen von Streptomycin und Aureo- 





omni ts Ge fee eee 


a — 





19541) 
oide 
 be- 
n sie 


Sie 


mt- 





Bd. 298 (1954) Die Wirkung von Streptomycin, Aureomycin und meso-Inosit 197 


mycin schon untersucht worden. Fiittert man Ratten mit einer eiweiBfreien und 
kohlenhydratreichen Kost, so entwickelt sich eine Nekrose der Leber mit Ubergang 
in Cirrhose®°, Die schwefelhaltigen Aminosiuren Methionin und Cystin sowie das 
Vitamin E vermégen beides zu verhindern. Gyérgy, Stokes und Goldblatt! 
konnten nun nachweisen, da8 auch Streptomycin und Aureomycin dazu in der 
Lage sind. Sie diskutierten als Ursache fiir die Wirkung die Méglichkeit a) Ersatz 
einer antinekrogenen Substanz, die in der nekrogenen Diat fehlt; b) eine direkte 
Stoffwechselwirkung von Streptomycin und Aureomycin; c) die antimikrobielle 
Wirkung auf die Darmflora. Den Ersatz einer antinekrogenen Substanz glaubten 
sie auf Grund ihrer Experimente ablehnen zu kénnen. Eine direkte Stoffwechsel- 
wirkung wurde nicht nachgewiesen. Dagegen glaubten die Verfasser, daB der 
antimikrobielle Effekt, der auf der Abtétung der Darmflora beruhen soll, der ent- 
scheidende ist. Aureomycin erwies sich als wirksamer als Streptomycin. 


Tab. 2. Gesamtleberfett nach Gyérgy und Mitarbeitern™,?!, 





Terramyc. 


Aureomye. 
+ Methionin 


+ Methionin Kontrolle 


Methionin 











Aureomycin| Terramycin 











12,2422! 88+07 |132+24 | 75407 | 76+09 |25,4+8,0 


Im keimfreien Laboratorium lebten die Tiere, die mit der nekrogenen 
Diat genihrt wurden, doppelt so lange wie die mit der gleichen Kost 
ernahrten Kontrolltiere. 

Interessant sind die Wirkungen von Aureomycin und Terramycin 
auf den Gesamtfettgehalt der Leber von Ratten, die mit einer eiweib- 
armen, fettreichen Diat gefiittert wurden. Die in Tab. 2 kurz dargestell- 
ten Ergebnisse von Gyérgy und Mitarbeitern erwecken den EKindruck, 
als ob Aureomycin oder Terramycin zu den lipotropen Substanzen zu 
rechnen waren. 

Unsere Versuchsergebnisse stimmen damit nicht iiberein. Aureo- 
mycin fiihrt bei normaler Kost zu einer massiven Neutralfettvermehrung 
in der Leber mit Abnahme der Phosphatide, also zu einer Stérung der 
Phosphatidsynthese. Es liegt nahe, daran zu denken, da mit der Zer- 
stérung der Darmflora durch Aureomycin Stoffe ausfallen, die fiir den 
Leberfettstoffwechsel von Bedeutung sind. Welcher Art diese Stoffe 
sind, kann nicht gesagt werden. Man muB jedoch an Methionin denken, 
weil es von den Darmbakterien gebildet wird. Inosit ist es jedenfalls nicht 
und auch kein Stoff, der durch Inosit ersetzt werden kann; denn Inosit 
vermag den Aureomycineffekt in keiner Weise zu verindern. Strepto- 
mycin laBt trotz der ahnlichen antibakteriellen Wirkung einen negativen 
EinfluB auf die Leberlipoide vermissen. Im Gegenteil zeigt es eine leicht 
lipotrope Wirkung. Die Erklaérung dafiir ist schwierig. Entweder tétet es 
die Bakterien nicht ab, die der Leber den fiir ihren Fettstoffwechsel not- 
wendigen Stoff liefern, oder es wirkt selbst direkt im Fettstoffwechsel 
mit. Man kénnte daran denken, da8 sein Baustein Streptidin abgespalten 
und lipotrop wirksam wird. Diese Wirkung des Streptomycins kann 


20 P. Gyorgy u. H. Goldblatt, J. exp. Med. 89, 245 [1949]. 
21 PP. Gyorgy, J. Stokes u. H. Goldblatt, Trans. Assoc. Amer. Physicians 
64, 289 [1951]. 
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jedoch mit der von Inosit nicht identisch sein, sondern nur mit der des 
vermuteten Stoffes, den die Darmbakterien physiologischerwaise liefern. 

Unter Mangelkost liegen die Verhiltnisse anders. Zunachst fiihrt 
diese Kost wie bekannt zu einer Senkung der Leberphosphatide, Herab- 
setzung der Neubildungsrate der Leberphosphatide und Anhaéufung von 
Neutralfett, dessen Verwendung blockiert ist. Dieser Vorgang beruht 
auf dem Mangel an lipotroper Substanz, die der Nahrung dieser Tiere 
fehlt. Das erstaunliche Ergebnis ist nun, daB Streptomycin diese Lage 
noch verschlimmert, also anti-lipotrop wirkt. Man kann daraus nur fol- 
genden SchluB ziehen: 

Bei Normalkost werden auch unter Streptomycinwirkung geniigend 
lipotrope Stoffe resorbiert. Bei Mangelkost fiihrt der Ausfall der Darm- 
flora zum Fehlen einer weiteren lipotropen Substanz. Auffallend ist, dab 
der summierte Mangelkost-Streptomycin-Effekt durch Inosit vollig 
reversibel ist. Das heiBt, bei der anti-lipotropen Wirkung des Strepto- 
mycins unter Mangelkostbedingungen handelt es sich um den Fortfall 
eines Stoffes, der in seiner Wirkung dem Inosit sehr ahnlich ist. 


Zusammenfassung 


An 156 weiBen Ratten wurden die Folgen einer Abt6tung der Darm- 
flora durch Streptomycin und Aureomycin auf die Lipoidzusammen- 
setzung der Leber untersucht. 

Bei Normalkost wirkt Aureomycin anti-lipotrop. Der Effekt ist 
durch Inosit nicht aufhebbar. Streptomycin wirkt in geringem MaBe 
lipotrop. 

Unter einer Mangelkost, die keine lipotropen Substanzen enthalt, 
wirkt Streptomycin stark anti-lipotrop. Inosit vermag, diesen Effekt 
vollig auszugleichen. 
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Papierchromatographische Trennung von Phosphatiden 
Von 


D. Amelung und P. Bohm 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Bonn (Direktor: Prof. P. Martini) 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1954) 


Die bisher bekannten Methoden zur Analyse von Phosphorlipoid- 
Gemischen sind schwierig und zeitraubend und bendétigen gréBere 
Mengen an Ausgangsmaterial. Die alteren Verfahren beniitzen Léslich- 
keitsunterschiede zur Trennung, neuerdings wurde auch die Gegenstrom- 
verteilung zur Analyse von Phosphorlipoid-Gemischen angewandt!. 
Untersuchungen iiber die Anwendbarkeit der inzwischen auf allen Ge- 
bieten der Biochemie unentbehrlich gewordenen papierchromatographi- 
schen Methoden fiir die Analyse von Phosphorlipoiden liegen bisher 
nur sehr wenige vor: Bevan und Mitarbeiter? gaben ein papierchromato- 
graphisches Verfahren zur Trennung von synthetischem Lecithin und 
Colamin-Kephalin an. Die Ergebnisse Bevans konnten von Lea und 
Rhodes? nicht bestatigt werden. Uber die papierchromatographische 
Analyse gerinnungsaktiver Phosphatide haben Hecht und Mink* be- 
richtet. Mit der Rundfiltertechnik trennte Hack® eine Reihe von 
Lipoiden. Die papierchromatographische Abtrennung des Lecithins 
vom Lysolecithin und verschiedenen Lecithin-Spaltprodukten beschrie- 
ben Huennekens und Mitarbeiter®. 

Eine papierchromatographische Trennung der Kephaline in Serin- 
und Colamin-Kephalin ist nach den genannten Arbeiten bisher nicht 
gelungen. In der vorliegenden Untersuchung wird ein einfaches papier- 
chromatographisches Verfahren zur Trennung dieser beiden Kephaline 
und ihre Abtrennung vom Lecithin angegeben. Es werden weiterhin die 
verschiedenen zur Farbung von Phosphatiden brauchbaren Methoden 
beschrieben und iiber ihre Spezifitat berichtet. AbschlieBend werden 
einige Befunde mitgeteilt, die sich im Verlauf unserer Untersuchungen 
wahrend der Entwicklung der Methode ergaben. 


1 J. A. Lovern, Biochem. J. 51, 464 [1952]. 
2 T. H. Bevan, G.I. Gregory, T. Malkin u. A. G. Poole, J. chem. Soc. 
London 1951, 841. 

3 C. H. Lea u. D. N. Rhodes, Biochem. J. 54, 467 [1953]. 

4 E. Hecht u. C. Mink, Biochim. biophysica Acta 8, 641 [1952]. 

5 M. H. Hack, Biochem. J. 54, 602 [1953]. 

6 F. M. Huennekens, D. J. Hanahan u. M. Uziel, J. biol. Chemistry 206, 
443 [1954]. 














D. Amelung und P. Bohm, 


Methodik 


Drei in unsere Untersuchung einbezogene Phosphatide (Lecithin, Colamin- 
Kephalin, Serin-Kephalin) wurden aus menschlichem Gehirn gewonnen. 

1. Darstellung der Kephaline: Die Darstellung des Rohkephalins er- 
folgte nach dem von Klenk. und Béhm’ angegebenen Verfahren. Bei der weiteren 
Isolierung von Colamin-Kephalin (Col.K.) und Serin-Kephalin (Ser.K.) hielten wir 
uns an die Angaben von Folch’, der diese beiden Phosphatide durch fraktionierte 
Fallung mit Chloroform-Alkohol trennt. Die nach dem Folchschen Verfahren an- 
fallende Frakt. V erwies sich als fast reines Col.K. (?/, Esterphosphatid, 1/, Acetal- 
phosphatid’), wahrend die Frakt. III neben Ser.K. noch etwa 30% Col.K. enthielt. 

2. Darstellung des Lecithins: Das Lecithin wurde aus den bei der Dar- 
stellung des Rohkephalins anfallenden alkoholléslichen Phosphatiden nach Hana- 
han und Mitarbeitern® gewonnen. Das nach dieser Vorschrift tiber die Aluminium- 
oxydsaule chromatographisch gereinigte Phosphatid erwies sich nach Dialyse als 
reines Lecithin. 

Die wie beschrieben dargestellten Kephaline und das Lecithin wurden vor der 
Verwendung zur Abtrennung von ninhydrinpositiven Begleitsubstanzen dialysiert. 

Reines aus Ei und Rinderherz gewonnenes Lecithin iiberlieB uns freundlicher- 
weise Herr Professor Dr. Dr. Klenk. Herrn Dr. Bevan* verdanken wir einige 
synthetische Phosphatide (d,l,x,8-Dipalmityl-Colamin-Kephalin; «,«’-Dipalmity]- 
Colamin:Kephalin; d,l,«,@-Dipalmity]-Lecithin). 

3. Darstellung von Glycerinphosphorsaure-Colaminester (GPC): 
Wir folgten bei der Darstellung dieser Verbindung den Angaben von Norman 
und Dawson!° mit einigen Abwandlungen: Etwa 2 g Col.K. wurden mit 10 ml 
0,02-m.HgCl, 3 Stdn. am RiickfluBkiihler gekocht. Dann wurde zur Abtrennung 
des ungespaltenen Kephalins und der freigewordenen Fettsiuren mehrmals mit 
Ather ausgeschiittelt. Da Quecksilber(II)-chlorid bei der Papierchromatographie 
stért, wurden die Chlorionen durch Silberoxyd, die Schwermetalle durch Schwefel- 
wasserstoff entfernt. Nach dem Eindampfen der Lésung im Vak. blieb als Riick- 
stand eine schwach gelblich gefarbte, leicht wasserlésliche zahfliissige Substanz. 

Papierchromatographische Technik: Auf Papierbogen (Schleicher 
& Schiill 2043b) der Abmessung 8 x 40 cm, die mit Zwirn an Glasrahmen befestigt 
waren, wurden mit einer Mikropipette 50 bis 200 y der in Chloroform gelésten 
Phosphatide auf der an der Schmalseite der Papierbogen 5 em vom unteren Rand 
markierten Startlinie aufgetragen. Auf einem Bogen wurden meist bis zu 3 Proben 
derselben Substanz in 1,5 bis 2 cm Abstand aufgebracht und an ihnen nach dem 
Entwickeln des Chromatogramms die verschiedenen Farbreaktionen ausgefiihrt. 
Wir entwickelten aufsteigend in Glaszylindern von etwa 12 em Durchmesser 
unter Stickstoff und trockneten dann in einem zweiten offenen Glaszylinder, in 
den langsam Stickstoff eingeleitet wurde. Chromatogramme mit schwer fliichtigen 
Lésungsmitteln (Phenol) wurden dabei im Trockenschrank auf 50° erwarmt. Die 
untersuchten Phosphatide fluorescieren unter der UV-Analysenlampe schwach 
gelblich. Wir benutzten diese Eigenschaft, um uns nach dem Trocknen iiber die 
Lage der Substanzen auf dem Papier zu orientieren und zerschnitten dann die 
Chromatogramme in eine der Zahl der aufgetragenen Analysenproben entsprechende 
Anzahl von Streifen. Die einzelnen Streifen wurden schlieBlich mit den verschie- 
denen Farbreaktionen gefarbt. 

Bei einigen Fragestellungen mu8ten wir mehrdimensional arbeiten. Dazu 
benutzten wir unter Abwandlung der iiblichen Technik folgende Anordnung mit 


7 E. Klenk u. P. Bohm, diese Z. 288, 98 [1951]. 

8 J. Folch, J. biol. Chemistry 146, 35 [1942]; 174, 439 [1948]. 

® D. J. Hanahan, M. B. Turner u. M. E. Jayko, J. biol. Chemistry 192, 
623 [1951]. 

10 J. M. Norman u. R. M. C. Dawson, Biochem. J. 54, 396 [1953]. 

* Die Substan:en wurden uns freundlicherweise fiir e‘ne gemeinsame Arbeit 
m't Herrn J. Gonzales Alvarez iiberlassen. 
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guten Ergebnissen: Im ersten Lésungsmittel werden 2 Proben der Analysen- 
substanz auf einem Papierbogen nebeneinander entwickelt. Die eine Halfte des 
Chromatogramms wird angefarbt und die dadurch in ihrem Sitz gekennzeichneten 
Substanzen aus der ungefarbten anderen Hialfte rechteckig ausgeschnitten. Die 
ausgeschnittenen Papierstiickchen werden auf einem zweiten Papierbogen in Start- 
héhe mit einem Birohefter und Heftklammern (Heftklammern in Stiaben 24/6) 
befestigt. Je eine dieser Klammern soll dabei oben und unten am Rand des Papier- 
stiickchens parallel zur Startlinie sitzen. Die so vorbereiteten Bogen werden 
schlieBlich im zweiten Lésungsmittel entwickelt. Die Rr-Werte von Substanzen, 
die auf diese Weise iibertragen wurden, deckten sich mit den Kontrollen, die direkt 
auf den Bogen aufgetragen worden waren. 


Farbungen 


1. Ninhydrin-Farbung: Die Aminostickstoff enthaltenden Phosphatide 
und ihre Spaltprodukte wurden mit der Ninhydrin-Reaktion nachgewiesen: Die 
Chromatogramme werden mit dem Ninhydrin-Reagens (0,5°, Ninhydrin in wasser- 
gesittigtem Butanol) bespriiht und zur Farbentwicklung 10 Min. im Trocken- 
schrank bei 105° erhitzt. Die Intensitat der Farbe haingt deutlich von dem vor- 
her bei der Chromatographie verwandten Lésungsmittel ab. In Phenol entwickelte 
Chromatogramme farbten sich staérker an als Chromatogram ne, die in Lipoid- 
lésungsmitteln (Alkohole, Chloroform, Aceton) entwickelt werden waren. Inten- 
sivere Farben gibt folgendes, neuerdings haufiger verwandtes Reagens: 0,4°% Nin- 
hydrin in 90-proz. waBrigem Isopropylalkohol unter Zusatz von 5 ml Kollidin auf 
100 ml Lésung. 

2. Phosphormolybdan-Farbung*?: Das Chromatogramm wird mit einer 
1-proz. Phosphormolybdansaure-Lésung in gleichen Teilen Athanol und Chloroform 
bespriiht und anschlieBend zur Entfernung des Reagensiiberschusses 15 Min. in 
flie8endem Wasser gewaschen. Die Farbentwicklung (blaue Flecke) erfolgt schlieB- 
lich durch kurzes Eintauchen in eine Zinnchlorid-Lésung (1% SnCl, + 2H,O in 
3-n.HCl). 

3. Cholinfarbung®: Die Chromatogramme werden mindestens 2 Stdn. in 
eine 0,05-n.waBrige Liésung von Reinecke-Salz ({[Cr(NH3).(SCN),]NH,) gelegt, 
anschlieBend 1—2 Min. gewassert und getrocknet. Cholin und Cholin-Verbindungen 
erscheinen als schwach rosa Flecke. Diese Flecke kénnen, da sie Chrom enthalten, 
auf folgende Art intensiver angefarbt werden!!: Nach vorsichtigem Bespriihen mit 
frisch hergestellter Natriumperoxyd-Lésung und anschlieBend mit 1% Benzidin 
in 30-proz. Essigsiure werden blaue Flecke sichtbar. 

4. Plasmalfarbung: Die Chromatogramme, die in Stickstoffatmosphare 
entwickelt und getrocknet sein miissen, werden 10 Min. in das Plasmalreagens 
unter Zusatz von 1% Quecksilber(II)-chlor-d eingelegt. (Herstellung des Reagens!*: 
1,00 g Parafuchsin werden in 700 ml Wasser und 50 ml 2-n.HCl gelost, 4,57 g 
Natriumpyrosulfat hinzugefiigt und mit Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. Nach der 
Entfarbung, die unter 6fterem Umschiitteln in etwa 24 Stdn. beendet ist, ist das 
Reagens brauchbar und, gut verschlossen aufbewahrt, langere Zeit haltbar.) — 
Nach dem Anfarben wird der Reagens-Uberschu8 durch mehrstiindiges Einlegen 
in eine etwa 1-proz. Natriumpyrosulfat-Lésung unter 2—3maligem Wechsel dieser 
Loésung entfernt und schlieBlich kurz in flieBendem Wasser nachgewaschen. 

5. Phosphor-Farbung (nach Hanes und Isherwood", modifiziert von 
Burrows und Mitarbeitern'): 1 g Ammoniummolybdat wird in 8 ml Wasser und 
3 ml konz. Salzsiure gelést. Nach Hinzufiigen von 3 ml Perchlorsiure (70%) 


11 FH. Burstall, G. R. Davies, R. P. Linstaed u. R. A. Wells, J.chem. 
Soc. [London] 1950, 516. 

2 R, Feulgen, W. Boguth u. G. Andresen, diese Z. 287, 90 [1951]. 

138 C,S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

14 §. Burrows, F.S.M. Grylls u. J. S. Harrison, Nature [London] 170, 
800 [1952]. 
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wird mit Aceton auf 100 ml aufgefiillt. Die Chromatogramme werden mit diesem 
Reagens leicht bespriiht, zur Hydrolyse der Phosphorsaureester 7 Min. bei 85° im 
Trockenschrank erhitzt und dann entweder an der Luft oder nach kurzem Ein- 
wirken von Wasserdampf in Schwefelwasserstoff-Atmosphare entwickelt. Die 
phosphorhaltigen Stellen im Chromatogramm farben sich bei Entwicklung an der 
Luft in einigen Stunden, in Schwefelwasserstoff-Atmosphare sofort blau an. 

6. Fettfarbung’: Die Chromatogramme werden | Stde. in eine halbgesat- 
tigte Lésung von Sudanschwarz in 50-proz. Athanol gelegt. Nach Herauswaschen 
des Farbstoffiiberschusses mit 50-proz. Athanol werden die Chromatogramme ge- 
trocknet. Die natiirlichen Phosphatide erscheinen als blauschwarze Flecke. 


Ergebnisse 


In Anlehnung an die praparative Methode von Folch® untersuchten wir 
zunachst eine Reihe von Lipoidlésungsmitteln auf ihre Brauchbarkeit zur papier- 
chromatographischen Trennung von Col.K. und Ser.K., und zwar Athanol, Me- 


Front 
Colamin - 
9 Kephalin 
Nephelin Abb. 1. Lésungsmittel: wassergesitt. 
Phenol 
a: 100 y Fraktion V nach Folch (dialy- 
siert), 
b: 100 y Fraktion III nach Folch (dialy- 
siert), 
ce: 100 y Fraktion IV nach Folch (nicht 
Amino - dialysiert), 


sduren ¢ ; ‘ ' 
d: wie c, mit basischem Kupfercarbonat 


vor dem Entwickeln am Start  be- 
spriht. 

















thanol, Butanol, Amylalkohol, Benzylalkohol, 2.4-Propylenglykol, Petrolather, 
Chloroform, Aceton, Toluol, Pyridin, Kollidin, Lutidin und Xylol. Jedoch ergab 
keines dieser Lésungsmittel, auch nicht in den verschiedensten Kombinationen, 
eine befriedigende Trennung. Meist zogen sich die Substanzen zu einem Streifen 
vom Start bis zur Front auseinander. Der Col.K.-Streifen lag dabei mehr front- 
warts und ging ohne scharfe Grenze in den Ser.K.-Streifen itiber. 


Erst bei der Verwendung von wassergesittigtem Phenol als Lésungs- 
mittel erhielten wir mit der angegebenen Technik fiir Col.K. und Ser. K. 
scharf umrandete und voneinander gut abgesetzte Flecke. Der Rp-Wert 
fiir Col. K. betrug 0,90, fiir Ser. K. 0,68 (Abb. 1). Bei nicht dialysierten 


5B. Swahn, Scand. J. clin. Invest. 4, 98 [1952]. 
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Fraktionen erschienen noch 3—4 weitere ninhydrinpositive Substanzen 
zwischen dem Start und dem Ser. K.-Fleck. Nach Dialyse waren sie 
nicht mehr nachweisbar. Im Hinblick auf die Dialysierbarkeit, und daB 
durch Farbreaktionen nur Aminogruppen, jedoch kein Phosphor, keine 
Fettsiuren und keine Aldehyde nachgewiesen werden konnten, dirfte es 
sich bei diesen Substanzen wohl um Aminoséuren (wahrscheinlich 
«-Aminosiuren, siehe weiter unten) oder Peptide handeln, die bei der 
Extraktion der Phosphatide adsorptiv an diese gebunden waren. 

Eine einfache Méglichkeit, Ser. K. von Col. K. auf dem Papier zu 
unterscheiden, fanden wir in der Bildung von Kupferkomplexen, wie es 
Crumpler und Dent!* fiir die Abtrennung von «-Aminosdéuren von 
anderen ninhydrinpositiven Substanzen angegeben haben. Die Chromato- 
gramme wurden nach dem Aufbringen der Analysensubstanzen mit einem 
Papierbogen bedeckt, der nur die Startlinie in etwa 1 cm Breite freilieB. 
Dieser unbedeckte Abschnitt des Chromatogramms wurde mit einer 
wiBrigen Aufschwemmung von basischem Kupfercarbonat [CuCO,-° 
Cu(OH),] vorsichtig bespriiht. Nach dem Trocknen wurden die so vor- 
bereiteten Chromatogramme in Phenol entwickelt. Durch die Ninhydrin- 
Fiarbung lieB sich dann nur noch Col. K. in normaler Position nachweisen. 
Ser. K. gab dagegen keine oder nur eine sehr sehwache Farbreaktion. 
Auch die oben beschriebenen dialysablen Substanzen waren ebenfalls 
in mit Kupfer bespriihten Chromatogrammen nicht mehr nachweisbar. 

Neben der Trennung von Col.K. und Ser.K. versuchten wir, auch Lecithin 
von den beiden Kephalinen papierchromatographisch abzutrennen. Ein Lésungs- 
mittel, in dem sich alle 3 Phosphatide eindimensional trennen lassen, fanden wir 
nicht. In den meisten untersuchten Lésungsmitteln und Lésungsmittelgemischen 
stimmen die Wanderungsgeschwindigkeiten von Col.K. und Lecithin iiberein. Auch 
das von Bevan? zur Trennung von Lecithin und Col.K. angegebene Gemisch 
(Chloroform: Athanol: Wasser/800:200:25, v/v, untere Phase) war nicht geeignet. 
Die natiirlichen Kephaline (Col.K. und Ser.K.) und die beiden untersuchten syn- 
thetischen Col.Kephaline bilden in ihm Streifen, die sich vom Start bis zur Lésungs- 
mittelfront hinziehen, der Hauptteil der Substanzen sitzt dabei an der Front. 
Das natiirliche und das synthetische Lecithin wandern dagegen nur mit der Front. 

Befriedigende Ergebnisse bei der Trennung des Lecithins von den 
Kephalinen erhielten wir schlieBlich mit folgendem Verfahren: Auf einem 
der wie beschrieben vorbereiteten Chromatogramme la8t man Lésungs- 
mittel I (Aceton: Methanol/4:1, v/v) bis hart an den Papierrand auf- 
steigen. In diesem Lésungsmittel wandert Lecithin mit der Front, 
wahrend sich die Kephaline nur wenig vom Start entfernen. Nach dem 
Markieren der Front wird das Chromatogramm getrocknet und dann 
in Lésungsmittel II (wassergesattigtes Phenol) in der gleichen Richtung 
entwickelt. Wenn die aufsteigende Phenolfront einen Punkt etwa 
8—10 cm unterhalb der markierten Front des 1. Lésungsmittels erreicht 
hat, nimmt man das Chromatogramm heraus, trocknet und farbt an. 
Das Lecithin befindet sich nun oberhalb der Phenolfront, darunter haben 
sich die beiden Kephaline wie in anderen Phenol-Chromatogrammen 


16 H.R. Crumpler u. C. E. Dent, Nature [London] 164, 441 [1949]. 
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aufgetrennt. Trotz Konstanz aller Versuchsbedingungen war bei diesem 
Verfahren das chromatographische Verhalten des Lecithins nicht immer 
einheitlich. Wahrend es bei einigen Versuchen gut abgegrenzt unmittel- 
bar an der Front des Lésungsmittels I saB, zog es sich bei anderen Ver- 
suchen streifenférmig bis zur Phenolfront hinenter. Die Abtrennung von 
den Kephalinen wurde dadurch jedoch nicht beeintrachtigt. 

Gut umgrenzte und von der Lésungs- 
mittelfront abgesetzte Lecithin-Flecke mit 
einem R,-Wert von 0,78 erhalt man 
in einem Amylalkohol-Aceton-Gemisch 
(Amylalkohol: Aceton/7:3, v/v). Abb. 2. 
In diesem Lisungsmittel bleibt Ser.K. am 
Start zuriick, nur Col. K. stort etwas, da 
es sich streifenformig vom Start. bis in 
HGhe des Lecithinflecks erstreckt. Da 
die Ry-Werte fiir Lecithin in diesem Lé6- 
sungsmittel gut reproduzierbar waren, 
diente es uns zum Vergleich der aus ver- 
schiedenen Quellen stammenden Lecithin- 
Fraktionen. Gehirn-, Ei- und Rinderherz- 
Lecithin hatten iibereinstimmende Ry- 
Werte, der Ry-Wert des synthetischen 
Lecithins lag etwas niedriger. Auch in 
Aceton: Methanol (4:1, v/v) liefen die 3 
natiirlichen Lecithine tibereinstimmend 
mit der Front, wahrend das synthetische 
Lecithin nur etwa halb so schnell wan- 

Start derte. In beiden Lésungsmitteln blieb 

T T beim Herzlecithin eine Fraktion am Start 

i ae, zuriick. Auf Grund ihres Verhaltens bei 
Abb. 2. Lésungsmittel Amyl- den Farbungen (negative Ninhydrin-Reak- 

alkohol: Aceton/7:3. tion, Anfarbbarkeit mit den Farbreak- 


Front 











+ 150 ree ne tionen 2, 3,5 und 6) handelt es sich bei 
oe 150 y Eilecithin. * dieser Fraktion wahrscheinlich ebenfalls 


um ein cholinhaltiges Phosphatid. 

Im Verlauf unserer Versuche fiel uns auf, daB in Phenol-Chromato- 
grammen von Col. K.-Fraktionen, die etwas linger im Eisschrank ge- 
standen hatten, ein ninhydrin-positiver und phosphorhaltiger Fleck mit 
dem Ry-Wert 0,61 auftrat, der in frisch dargestellten Col. K.-Fraktionen 
nicht nachgewiesen werden konnte. Vergleichschromatogramme mit 
dem wie angegeben dargestellten Glycerin-Phosphorsiure-Colaminester 
(GPC) ergaben eine weitgehende Ubereinstimmung des papierchromato- 
graphischen Verhaltens in 3 verschiedenen Lésungsmitteln (wasser- 
gesittigtes Phenol; Ry:0,61. n-Butanol: Pyridin: Wasser/4:1:5, v/v, 
obere Phase; Ry:0,03. n-Butanol: Eisessig: Wasser/4:1:5, v/v, obere 
Phase; Ry:0,11). Die erhaltenen Ry-Werte stimmen gut mit den von 
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Norman!® fiir GPC angegebenen iiberein. Die Substanz war weiterhin 
auch nach Behandeln des Chromatogramms mit basischem Kupfer- 
carbonat noch nachweisbar. Wir méchten daher annehmen, daB die Fett- 
siuren bzw. Aldehyde des Col. K. unter den genannten Bedingungen 
langsam abgespalten werden. Die freien Fettsiuren bzw. Aldehyde, 
die dabei entstehen, lassen sich papierchromatographisch in Aceton: Me- 
thanol (4:1, v/v) abtrennen. Sie wandern in diesem Lésungsmittel- 
gemisch mit der Front und farben sich dort mit Sudanschwarz bzw. dem 
Plasmalreagens an, wahrend sich die ungespaltenen Kephaline nur wenig 
vom Start entfernen. Fir die Abtrennung der freien Fettsiuren bzw. 
Aldehyde aus Lecithin-Praparaten eignet sich am besten Amylalkohol: 
Aceton (7:3, v/v). Hier wandern die freien Séiuren und Aldehyde eben- 
falls mit der Front und trennen sich so von den ungespaltenen Lecithinen 
(Rp :0,78) ab. 

Zur genaueren Charakterisierung eines Phosphatids ist neben dem 
Ry-Wert in verschiedenen Loésungsmitteln auch sein farberisches Ver- 
halten wichtig. Wir haben deshalb untersucht, wieweit die angegebenen 
Farbreaktionen fiir die verschiedenen uns zur Verfiigung stehenden 
Phosphatide spezifisch sind. 

Entsprechend dem Verhalten des freien Colamins und Serins farben 
sich Col. K. und GPC bzw. Ser. K. mit Ninhydrin an, die untersuchten 
(natiirlichen und synthetischen) Lecithine und freies Cholin waren, wie 
zu erwarten, ninhydrin-negativ. 

Die von Bevan? zum Nachweis von Lecithin angegebene Phosphor- 
molybdan-Reaktion ist nicht spezifisch fiir cholinhaltige Phosphatide, 
worauf schon Lea und Rhodes? hingewiesen haben. Die Farbreaktion 
wird auch von den Kephalinen gegeben, wihrend sich freies Colamin 
und Serin im Gegensatz zu Cholin nicht anfarben. Anorganischer Phos- 
phor und Glycerin, die ebenfalls eine allerdings sehr schwache Blau- 
firbung beim Behandeln mit Phosphormolybdin-Reagens zeigen, geben 
keinen AnlaB zu Verwechslungen mit den Phosphatiden, da sie durch 
das zum Entfernen des iiberschiissigen Reagenzes notwendige Wassern 
herausgewaschen werden. Fettsiuren (Olsiure, Palmitinséure und ein 
aus Rohkephalin gewonnenes Gemisch ungesattigter Fettsiuren wurden 
untersucht) werden nicht gefarbt. 

Die Cholinfirbung mit Reinecke-Salz ist spezifisch fiir Cholin und 
cholinhaltige Verbindungen. Sie ist jedoch sehr unempfindlich, da erst 
Mengen ab 100 y Lecithin eine sichtbare Farbung ergeben. 

Sehr empfindlich ist dagegen die Plasmalreaktion. Hier entstehen 
durch Reaktion der aus den Acetalphosphatiden mit Quecksilber(II)- 
chlorid abgespaltenen Aldehyde mit dem Plasmal-Reagens rotviolette 
Flecke. Von den Phosphatiden farbten sich mit dem Plasmal-Reagens 
Col. K.,Ser. K., und Herzlecithin an, Ei- und Gehirnlecithin und die 
synthetischen Phosphatide gaben keine Farbreaktion. 

Die Phosphor-Reaktion wurde von allen untersuchten Phosphatiden 
gegeben, auch von den synthetischen. Ein Nachteil dieser Farbung ist, 
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daB durch die in dem Reagens enthaltene Perchlorsiure das Papier stark 
angegriffen und briichig wird. Besonders in Phenol entwickelte Chromato- 
gramme verfarben sich dunkelbraun, die blauen Phosphor-Flecke sind 
dann nur noch schwer zu erkennen. Zur Unterscheidung von anorgani- 
schem Phosphor, der die Reaktion ebenfalls gibt, ist der ,,Resistenz- 
Test‘ mit Ammoniak-Dampf geeignet!’?: Die blauen Flecke der Phos. 
phatide werden durch Ammoniak-Daimpfe in wenigen Sekunden aus- 
geléscht, dagegen bleibt die durch anorganischen Phosphor und durch 
Verbindungen mit leicht abspaltbarem Phosphor (die untersuchten 
Phosphatide geh6ren nicht dazu) bewirkte Farbung erhalten. 

Die Fettfarbung ist nach unseren Untersuchungen an die Anwesen- 
heit ungesattigter Fettsiuren gebunden. So gibt Olsiure mit Sudan- 
schwarz eine Farbung, Palmitinsaure als gesaittigte Verbindung dagegen 
nicht. Die untersuchten Phosphatide verhalten sich entsprechend den 
in ihnen vorhandenen Fettsiuren: Die natiirlichen Phosphatide mit 
ihrem groBen Gehalt an ungesattigten Fettsiuren farben sich mit Sudan- 
schwarz an, die synthetischen Palmityl-Phosphatide dagegen nicht. 

Bei Farbungen mit der Plasmal-, der Sudanschwarz- und der 
Phosphormolybdan-Reaktion wurde regelmaBig auch die Lésungsmittel- 
front schwach angefarbt. Diese Farbbarkeit der Front beruht wahr- 
scheinlich auf Lipoidspuren, die im Papier enthalten sind, und die in den 
Lésungsmitteln mit maximaler Geschwindigkeit wandern. Eine vorherige 
Reinigung der Papiere mit Chloroform-Methanol (4:1)° ist jedoch meist 
nicht notwendig, da die Farbbarkeit der Losungsmittelfront nur selten 
stort. 


Diskussion 


Mit der angegebenen Methode lat sich in vielen Fallen einfach und 
schnell iiber die qualitative Zusammensetzung einer Phosphatidfraktion 
eine Aussage machen. Aber auch die quantitative Zusammensetzung 
laBt sich aus FleckengréBe und Farbintensitat orientierend abschatzen. 
So konnten wir auf einfachste Weise die bei der Darstellung der Kephaline 
nach Folch® anfallenden Fraktionen jeweils auf ihren Gehalt an Col. K. 
und Ser. K. kontrollieren. Danach waren in der Fraktion IV Col. K. und 
Ser. K. etwa zu gleichen Teilen enthalten, Fraktion III enthielt zwischen 
60 und 80°/, Ser. K. und 20 bis 40°/) Col. K., wahrend Frakt. V nur aus 
Col. K. bestand. 

Unsere durch die Fairbung der Kephaline mit dem Plasmal-Reagens 
gewonnenen Ergebnisse bestatigen und ergiinzen Arbeiten von Klenk 
und Béhm’, die in ihren Untersuchungen iiber den Acetalphosphatid- 
gehalt des Gehirns fanden, daB die Kephalinfraktion des Gehirns tiber- 
wiegend colaminhaltige Acetalphosphatide enthalt, daB aber sehr wahr- 
scheinlich auch serinhaltige Acetalphosphatide in ihr vorkommen. Da 


17 A. Fleckenstein u. J. Jahnke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere 258, 177 [1953]. 
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wir in zahlreichen Versuchen eine im Vergleich zum Col. K. schwache, 
jedoch immer reproduzierbare Anfarbung des Ser. K. mit dem Plasmal- 
Reagens nachweisen konnten, erscheint uns das Vorkommen serinhaltiger 
Acetalphosphatide im Gehirn hinreichend gesichert. Cholinhaltige Acetal- 
phosphatide konnten dagegen auch von uns im Gehirn nicht nach- 
gewiesen werden!®. 

Der Nachweis zweier cholinhaltiger Fraktionen im Herzlecithin 
mit unterschiedlicher Wanderungsgeschwindigkeit wird durch eine Mit- 
teilung von Hack® erginzt. Hack konnte bei seinen papierchromato- 
graphischen Untersuchungen mit der Rundfiltertechnik zeigen, daB 
sich Rinderherzlecithin in ,,two choline components, both plasmalogens, 
hitherto undescribed‘‘ auftrennen laBt. Von unseren beiden Herzlecithin- 
fraktionen war die eine, deren Ry-Wert mit dem von Gehirn- und Ei- 
lecithin iibereinstimmte, stark acetalphosphatidhaltig. In ihr befindet 
sich also der GroBteil der von Klenk und Gehrmann!’® im Rinderherz- 
lecithin gefundenen Acetalphosphatide. Die Plasmalreaktion der anderen 
Fraktion, die am Start zuriickblieb und nur etwa 10°/, der schneller 
wandernden Fraktion ausmachte, war dagegen zu schwach, um das Vor- 
kommen cholinhaltiger Acetalphosphatide auch in dieser Fraktion mit 
Sicherheit annehmen zu kénnen. Da Hack nicht angibt, ob er seine 
Versuche unter Stickstoff ausgefiihrt hat, besteht die Méglichkeit, daB 
die eine der von ihm beschriebenen beiden Herzlecithinfraktionen keine 
echte, sondern eine ,,Pseudo-Plasmal-Reaktion“ gegeben hat. 

Solche ,,Pseudo-Plasmal-Reaktionen“ sind in der Histiochemie?® 
schon linger bekannt. Man versteht darunter die Reaktion von Nicht- 
Aldehyden mit dem Plasmal-Reagens. U. a. werden Verbindungen mit 
einer — C=C — Gruppierung in Gegenwart von Sauerstoff durch Aut- 
oxydation in noch nicht genauer bekannte Substanzen umgewandelt, 
die dann ohne Quecksilber(II)-chlorid-Zusatz mit dem Schiffschen Rea- 
gens (Fuchsinschweflige Saiure) eine rote Farbung ergeben. Die Phos- 
phatide mit ihrem groBen Gehalt an ein- und mehrfach ungesiattigten 
Fettsiuren neigen besonders zu solchen Pseudo-Plasmal-Reaktionen, 
zumal durch die flichenhafte Ausbreitung der Phosphatide auf dem 
Papier die Autoxydation noch begiinstigt wird. Durch Arbeiten in 
Stickstoff-Atmosphire lassen sich die Pseudo-Plasmal-Reaktionen auf 
dem Papier vermeiden. Hinsichtlich der Ry-Werte und des Verhaltens 
gegeniiber den anderen Farbreaktionen bestehen dagegen keine Unter- 
schiede zwischen Chromatogrammen, die in Luft, und Chromatogram- 
men, die in Stickstoff entwickelt wurden. 

Fiir das Verhalten der untersuchten Phosphatide und Fettsaiuren 
gegeniiber Sudanschwarz geben ebenfalls Erfahrungen aus der Histio- 
chemie méglicherweise eine Erkliarung. Bei dieser Farbung wird Sudan- 


18 EF. Klenk, H. Debuch u. H. Daun, diese Z. 292, 241 [1953]. 

19 KE. Klenk u. G. Gehrmann, diese Z. 292, 110 [1953]. 

20 Naheres bei L. Lison, Histochimie et cytochimie animales; Ganthier- 
Villars, Paris 1953. 
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schwarz rein physikalisch in Fetten gelést. Diese Lésung kann nur in 
fliissigen Fetten erfolgen, nicht in kristallisierten. Nun kristallisieren die 
ungesattigten Fettsiuren und die entsprechenden Fettsaureester mit 
niedrigem Schmelzpunkt nur schwer im Gegensatz zu den gesattigten 
Verbindungen mit héherem Schmelzpunkt. Mit dieser verschiedenen 
Kristallisationsfahigkeit und dem damit verbundenen unterschiedlichen 
Lésungsvermégen fiir Sudanschwarz lassen sich unsere Befunde recht 
gut erklaren: Es farben sich namlich unter den angegebenen Bedingun- 
gen die natiirlichen Phosphatide, Olsiure und die bei Zimmertemperatur 
fliissigen gesaittigten C,.-Dimethylacetale intensiv an, gesittigte héhere 
Fettséuren und Palmityl-Kephaline farben sich nicht, Palmitinsaure- 
methylester (Schmp. 29°) nur sehr schwach. Erwirmt man jedoch die 
Farblésung auf 60°, so farbt sich der Palmitinsiure-methylester deutlich 
und auch die freie Palmitinsiure (Schmp. 63°) 14Bt sich nun schwach 
nachweisen. Dagegen nimmt das synthetische Palmityl-Kephalin ent- 
sprechend seinem hohen Schmelzpunkt (Schmp. 193°) auch bei 60° 
kein Sudanschwarz auf. Aus dem unterschiedlichen Verhalten gegeniiber 
der ,,Fettfairbung*‘ bei verschiedenen Temperaturen ergeben sich dem- 
nach Hinweise auf den Schmelzpunkt der untersuchten Phosphatide 
und damit gleichzeitig auf den Gehalt an ungesattigten Fettsaiuren. 

Eine der Hauptschwierigkeiten bei der Anwendung papierchromato- 
graphischer Methoden zur Trennung von Lecithinen und Kephalinen 
liegt darin, daB cs sich bei den Phosphatiden nicht um chemisch reine 
und definierte Verbindungen handelt, sondern um Gemische von Fett- 
siureestern, deren Fettsiuren verschiedene Kettenlange und Sattigung 
aufweisen. Auf dieser fehlenden chemischen Einheitlichkeit dirfte auch 
die besonders bei der Chromatographie in Lipoidlésungsmitteln zu be- 
obachtende Neigung zur Bildung von ,,Schwénzen‘‘ beruhen. Diese 
Schwierigkeit laBt sich jedoch, wie wir zeigen konnten, durch Wahl ge- 
eigneter Lésungsmittel weitgehend umgehen. 

Die Trennung colaminhaltiger Esterphosphatide von den colamin- 
haltigen Acetalphosphatiden ist praparativ noch nicht gelungen’?!. 
Auch papierchromatographisch gelang uns diese Trennung nicht, obwohl 
die Acetalphosphatide, wenn man die Feulgensche Formel annimmt, sich 
in ihrer chemischen Konstitution deutlich von den Esterphosphatiden 
unterscheiden. Da& eine Trennung der beiden Phosphatid-Arten uns 
nicht gelang, wird jedoch nach den neuen Untersuchungen von Klenk 
und Debuch?! verstaéndlich, nach denen wahrscheinlich im Acetal- 
phosphatidmolekiil neben dem Aldehyd eine Fettsaiure esterartig an 
das Glycerin gebunden ist. Diese neue Konstitutionsformel fiir Acetal- 
phosphatide gleicht der Kephalinforme! so sehr, da das tiibereinstimmen- 
de papierchromatographische Verhalten verstindlich wird. 

Nach unseren bisherigen Erfahrungen scheint die Einfiihrung 
papierchromatographischer Methoden in die Phosphatidchemie durch- 


21 KE. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]. 
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aus Erfolg zu versprechen. Durch Ermittlung der Wanderungsgeschwin- 
digkeit in verschiedenen Lésungsmitteln und durch die Anwendung der 
angegebenen Farbreaktionen wird sich in vielen Fallen die Identifizierung 
eines unbekannten Phosphatids oder die Analyse eines Phosphatid- 
gemisches wesentlich vereinfachen lassen. 


Herrn Prof. Dr. Dr. Klenk méchten wir fiir sein freundliches Interesse 
an dieser Arbeit herzlich danken. 


Zusammenfassung 


1. Es wird eine papierchromatographische Methode zur Trennung 
von Lecithin, Colamin-Kephalin und Serin-Kephalin beschrieben. 

2. Die verschiedenen zur Anfarbung von Phosphatiden wichtigen 
Farbreaktionen werden angegeben und auf ihre Spezifitat untersucht. 

3. Mit der mitgeteilten Methode konnten serinhaltige Acetal- 
phosphatide im Gehirn nachgewiesen werden. Rinderherz-Lecithin trennt 
sich papierchromatographisch in zwei Komponenten auf, von denen 
die eine stark acetalphosphatidhaltig war. 
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Uber die Eignung von Phthalyl-peptiden 
als Substrate fiir proteolytische Enzyme 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 20, Juli 1954) 


Bei unseren Untersuchungen iiber die Peptidsynthese nach dem 
Phthalylverfahren und iiber die Eignung von Phthalyl-peptiden als 
Substrate fir proteolytische Enzyme fiel uns die hohe Alkaliempfind- 
lichkeit der Phthalylpeptide auf, iiber die kiirzlich auch Sheehan, 
Chapman und Roth! berichteten, und die wir als so erheblich fest- 
stellten, daB dadurch die Verwendbarkeit von Phthalyl-peptiden als 
Substrate fiir enzymatische Untersuchungen, auf jeden Fall fiir solche 
Fermente, deren po-Optimum im alkalischen Bereich liegt, eingeschrankt 
oder aufgehoben -ist. 

Wir kamen zur Untersuchung der Eignung von Phthalyl-peptiden 
als Substrate einmal ihrer relativ rasch und mit relativ guter Ausbeute 
durchfihrbaren Synthese wegen, die in verschiedener Hinsicht Vorziige 
gegeniiber der Darstellung von Carbobenzoxy-peptiden besitzt. Diese 
finden ja bekanntlich als Substrate fiir eine Reihe von proteolytisch 
wirksamen Enzymen weitgehende Verwendung, wahrend tiber den 
Gebrauch von Phthalyl-peptiden als Substrate fiir Fermentstudien nur 
vereinzelt berichtet wird. Waldschmidt-Leitz und Klein? teilen 
1928 die relativ starke, titrimetrisch festgestellte Aufspaltung von 
Phthalyl-diglycin durch Trypsin-Kinase bei pu 8,4 mit; von Abder- 
halden, Rindtorff und Schmitz* wurde 1929 Phthalyl-leucyl-glycin 
auf seine Spaltbarkeit durch n-Alkali, Trypsin-Kinase und Erepsin 
gepriift und eine etwa gleich starke Spaltung durch n-Alkali und Trypsin 
festgestellt. 

Auf Grund der jetzt erkannten Alkaliempfindlichkeit der Phthalyl- 
peptide bediirfen diese Versuche einer Uberpriifung, da sie keinen Schlu8 
dariiber zulassen, inwieweit die genannten Fermente oder das alkalische 
pu dieser Ansitze auf die Phthalyl-peptide, evtl. unter Bildung der 


* Aus der Diplomarbeit von R. Illhardt, Halle 1954. 

1 J.C. Sheehan, W. Chapman u. W. Roth, J. Amer. chem. Soc. 74, 3822 
[1952]. 

2 E. Waldschmidt-Leitz u. W. Klein, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 640 
[1928]. 

3 E. Abderhalden, E. Rindtorff u. A. Schmitz, Fermentforschung 10, 
213 [1929]. 
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zunachst entstehenden. o-Carboxy-benzoyl-Verbindungen** oder iiber 
diese Verbindungen, aufspaltend gewirkt haben. Andreasch‘ hat bei 
seinen. Versuchen, Phthalyl-alaninester mit Baryt/Alkohol in der Hitze zu 
verseifen, statt Phthalyl-alanin N-[o-Carboxy-benzoyl]-alanin erhalten. 
Es scheint somit nicht ausgeschlossen, da zwischen den Versuchen von 
Andreasch und den unseren gewisse Zusammenhinge bestehen. Es sei 
jedoch darauf hingewiesen, dafi wir unsere Versuche bei Zimmertempe- 
ratur bzw. bei 37°durchfihrten und nur solange verd, (0,2 —1-n.) Natron- 
lauge zusetzten bis Losung eingetreten war, wahrend Andreasch im 
zumindest schwach alkalischen Medium in der Siedehitze arbeitete, 
somit wesentlich andere Versuchsbedingungen vorlagen. Wenn z. B. 














Chromatogramm l. 
Substrat :Phthalyl-glycyl- 
glycin nach 0 Stdn. 

a) Kontrolle Ferment, 














Chromatogramm 2. 














abe b) Substrat + Puffer*, Substrat: Phthalyl-glycyl-gly- 
c) Substrat + Ferment. cin nach 40 Stdn. bei 37°. 
Bei den in der Lésungs- a) Substrat + Puffer*, 
mittelfront liegenden Flecken handelt es sich b) Substrat + Ferment 


um die mitgewanderte, vermutliche o-Carboxy- (Kontrolle Ferment zeigte kei- 
benzoyl-Verbindung, wahrend es sich bei den nen Farbfleck). Die aufgetre- 
an der Startlinie liegenden Flecken um Glycyl- _ tenen qualitativ gleichen Flecke 
glycin handeln kann. sprechen fiir Glycyl-glycin. 

* Acetatpuffer nach Walpole™ py 4,0. 


Phthalyl-glycyl-glycin in 0,5-n.NaOH gelést, dann die Lésung auf pa 
3—4,0 eingestellt, etwas dieser Lésung mit Pepsin versetzt und dann 
aus den Lésungen mit und ohne Pepsin auf Papier zur Chromatographie 
aufgetragen wird, so treten bei beiden Ansiatzen nach Ninhydrinbe- 
handlung die Flecke des Chromatogramms | auf, die wir als durch 
[o-Carboxy-benzoyl]-peptid bedingt ansehen; bei nochmaliger Auf- 
tragung der 40 Stdn. bei 37° bebriiteten Ansatze waren die fast in der 
Lésungsmittelfront liegenden Flecke verschwunden und deutlich solche 


** Im alteren deutschen Schrifttum (Andreasch‘ usw.) werden die o-Car- 
boxy-benzoyl-Verbindungen auch als Phthaloylverbindungen bezeichnet, waihrend 
die Kennzeichnung ,,Phthalyl‘‘ den Substanzen mit Phthalimidstruktur vorbe- 
halten ist. In diese klare Bezeichnungs- und Unterscheidungsweise ist neuerdings 
dadurch Verwirrung gekommen, weil kiirzlich z. B. Sheehan! usw. Substanzen 
offensichtlicher Phthalimidstruktur als ,,Phthaloylverbindungen“ bezeichneten. 

4 R. Andreasch, Mh. Chem. 25, 779 [1904]. 
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mit niedrigen Ry-Werten aufgetreten, die wir als Glycyl-glycin an- 
sprechen (Chromatogramm 2). 

Bei diesem Befund ist man also nicht berechtigt, von einer spa!- 
tenden Wirkung des Pepsins auf Phthalyl-glycyl-glycin zu sprechen, da 
in der pepsinfrei gebliebenen, sonst gleich behandelten, also urspriinglich 
schwach alkalisch reagierenden, dann angesiuerten Phthalyl-peptid- 
losung papierchromatographisch die gleichen qualitativen Veraénderungen 
feststellbar waren wie im pepsinhaltigen Hauptversuch. 

Es ist zu betonen, daB bei papierchromatographischer Unter- 
suchung von waéBrigen Lésungen von Phthalyl-peptiden und -amino- 
siuren, hier also von Phthalyl-glycyl-glycin, oder auch bei Saure- 
behandlung dieser Lésungen (z. B. 5 Min. Erhitzen mit Aceton/HC\l) 
keine Flecke auftraten. 

Ein in quantitativ-praparativem Mafistab durchgefiihrter Versuch 
zur Prifung der Frage, ob die papierchromatographisch erhaltenen 
Ergebnisse auch als mengenmaBig in Erscheinung tretende Haupt- 
reaktion zu werten sind, zeigt an den Beispielen von Phthalyl-glycin 
und Phthalyl-alanin, daB bei intermediirer Alkalisierung einer Phthalyl- 
aminosaure-Lésung nach darauffolgender Ansiuerung etwa 50% der ein- 
gesetzten Phthalyl-aminoséure wiedergewonnen werden k6énnen; das 
iibrige ist offenbar dem weiteren Zerfall der o-Carboxy-benzoyl-Verbin- 
dung bei saurer’ Reaktion unter Bildung von Aminoséure anheim- 
gefallen. 

Bei einer Reihe von hier im einzelnen nicht beschriebenen Ver- 
suchen zur Spaltung von Phthalyl-peptiden (Phthalyl-glycyl-glycin, 
Phthalyl-glycyl-tyrosin und Phthalyl-y-glutamyl-tyrosin) mit Pepsin, 
Trypsin-Komplex und tryptischer Carboxypeptidase stellten wir bei pa- 
pierchromatographischer Verfolgung der Spaltung nur bei den voriiber- 
gehend alkalisierten Phthalyl-peptid-Lésungen oder bei den alkalischen 
Versuchsansitzen (px 7,8) auch bei Kontrollansitzen ohne Ferment 
eine mit Ninhydrin nachweisbare, mit der Lésungsmittelfront wandernde 
Substanz fest, die bei allen von vornherein sauren Versuchsansatzen 
(px 2,5—4,0) nicht auftrat. Ein in dieser Hinsicht analog, d.h. ohne 
Fermentzugabe iiberpriiftes Carbobenzoxy-peptid (Carbobenzoxy-a- 
glutamyl-tyrosin) erwies sich sowohl in den sauren wie alkalischen 
Bereichen, die fiir die Fermentansitze in Frage kommen, als stabil. 

Bei unseren Bemiihungen, zu einer Charakterisierung der bei Alkali- 
einwirkung auf Phthalyl-peptide gebildeten Substanz und zur Deutung 
ihres Entstehungsmechanismus zu gelangen, kamen wir zu der Annahme, 
daB offenbar schon in schwach alkalischen Medien (um px 8) bei Tem- 
peraturen zwischen 20 und 40° eine Aufsprengung des Phthalimidringes 
des Phthalyl-peptides (I) zur Phthaloyl- oder o-Carboxy-benzoy]l- 
Verbindung (II) erfolgt. Denn bei Auftragung von 10—20 cmm eines 
urspriinglich alkalischen Versuchsansatzes, z. B. von Phthalyl-glycin 
oder Phthalyl-alanin auf Papier wandert beim Verteilen mit Butanol- 
Eisessig diese Verbindung des zunichst angenommenen Typs II mit der 
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Loésungsmittelfront und ergibt beim Erhitzen mit Ninhydrin, in mit 
Wasser gesatt. Butanol-Eisessig gelést, eine deutliche Blaufarbung, 
wobei fiir die Entstehung des Farbstoffes die Einwirkung des sauren 
Lésungsmittels in der Hitze Voraussetzung ist. Dadurch wird offenbar 
eine Aminogruppe freigesetzt, die mit Ninhydrin reagiert (III). Modell- 
versuche stiitzen diese Deutung: [o-Carboxy-benzoyl]-leucinester und 


R ry 
7=Co _ | Alkali = \—CO.NH-CH-CO— 
i oN CHO — | \| CO.H Saure 
ay Syl aes 
I Il 


R, 


| 
Phthalsaurerest + H,N-CH:-CO— 
Ill 


[o-Carboxy-benzoy]]-alaninester (Darstellung s. Versuchsteil) geben, im 
Reagensglasversuch mit waBr. Ninhydrinlésung erhitzt, keine Blau- 
firbung, wohl aber mit einer Lésung von Ninhydrin in wassergesiatt. 











Chromatogramm 3. 

Links N-[{o-Carboxy-benzoy]]-leucinester, 
rechts N-[o-Carboxy-benzoy]]-alaninester, 
in alkoholischer Lésung aufgetragen. Bei 
den in der Lésungsmittelfront liegenden 
Flecken handelt es sich vermutlich um den 
mitgewanderten Ester der o-Carboxy-ben- 
zoyl-Verbindung, der nach Einwirkung von 
"a i Butanol-Eisessig in der Hitze zu einer nin- 
hydrin-positiven Substanz umgelagert wird. 




















Butanol-Eisessig. Bei papierchromatographischer Untersuchung wandern 
diese Verbindungen mit dem Lésungsmittel (Butanol-Eisessig), wie die 
Bildung eines circumskripten Fleckes auf dem Papier nach Erhitzen mit 
Ninhydrin in Butanol-Eisessig beweist (s. Chromatogramm 3). Ein 
solcher Reaktionsablauf kénnte auch die bei alkalischer Verseifung eines 
Phthalyl-peptid-esters schlechte Ausbeute an Phthalyl-peptid gegeniiber 
der besseren bei saurer Verseifung des Esters erklaren. So betrugen die 
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Ausbeuten an Phthalyl-glycyl-tyrosin bzw. an Phthalyl-l-y-glutamy]-!- 
tyrosin bei alkalischer Verseifung der Phthalyl-peptid-athylester nur 15 
bzw. 31%, bei saurer Verseifung (Aceton/HCl) 75 bzw. 60%, was die 
inzwischen erfolgten Angaben von Sheehan, Chapman und Roth! 
uber die starke Alkaliempfindlichkeit und die groBe Saurebestindigkeit 
des Phthalylrestes bestatigen. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung von Phthalyl-aminosauren 
a) Darstellung iiber die Schmelze aus Phthalsiure-anhydrid und Aminosiaure: 


Phthalylglycin: nach Drechsel®; Schmp. 189—192° (Lit. 191—193°). 

Phthalyl-d,l-alanin: nach Andreasch*; Schmp. 160—161° (Lit. 164°). 

Phthalyl-d,l-leucin: nach Sheehan, Chapman u. Roth!: Schmp. 
141—143° (Lit. 142°). 

b) Darstellung iiber die [o-Carboxy-benzoyl-amino ]-siure-ester: 

Phthalyl-glutaminsaure: ausgehend von 14g /-Glutaminsiure wurde 
nach der Vorschrift von Kidd und King® iiber den Glutaminsaure-di- 
athylester in ather. Lésung unter Reaktion mit 13 g Phthalsiure-anhydrid 
der Ester der N -[o-Carboxy-benzoyl]-glutaminsaure dargestellt (22 g = 
83,5%, ber. auf Glutaminsaure-diathylester). Zur Bildung von Phthalyl-glutamin- 
sdure-didthylester wurde mit Thionylchlorid umgesetzt. Ausb. 19,5 g (93,5% 
d. Th., ber. auf o-Carboxy-benzoyl-Verbindung). Verseifung des Phthalyl-glutamin- 
sdure-esters mit Gemisch Essigsiure/Salzsiure: Phthalyl-glutaminsaure. 
Ausb. 12 g (64% d. Th.). Schmp. 152—154° (Lit. 158— 159°). 


C,3H,,0,N  Ber.N5,C5 Gef. N 4,89 


Phthalyl-leucin: Darst. in Anlehnung an die Methodik von Kidd und 
King®: 1,0 g Leucin wurde nach E. Fischer verestert. Das krist. Ester-hydro- 
chlorid wurde zur Freisetzung des Esters in 20 cem trocknem Benzol aufgenommen 
und unter Kiihlung portionsweise 0,95 g Diaithylamin zugegeben. Der entstandene 
Brei wurde etwa 10 Min. geschiittelt, mit wasserfreiem Ather versetzt, abgesaugt 
und der Riickstand griindlich mit Ather ausgewaschen. Das Filtrat enthielt nach 
Abdampfen des Lésungsmittels den freien Ester. Dieser wurde in getr. Ather auf- 
genommen und portionsweise 0,9 g Phthalsiure-anhydrid zugesetzt, welches 
sich unter leichter Erwarmung der Reaktionsfliissigkeit gut léste. Durch starkes 
Kiihlen und zeitweises Reiben kam es zur Kristallisation. Das ausgefallene Produkt 
— Phthaloyl- oder N-[o-Carboxy-benzoy]]-leucin-athylester — wurde 
aus Benzol/Petrolather umkristallisiert, wobei es zunachst als 01 ausfiel, aber 
sehr schnell kristallisierte. Ausb. 1,6 g (859% d. Th.); Schmp. 96—98,5°. 

20,18 mg Sbst.: 46,17 mg CO,, 11,56 mg H,O.—19,71 mg. Sbst.: 0,76 com N, 
(19°, 753 mm). 

C,gH.,0;N Ber. C 62,54 H 6,84 N 4,56 
Gef. C 62,33 H 6,41 N 4,47 


1,5 g dieser Verbindung wurden mit 3,0 cem Thionylchlorid behandelt und 
nach beendeter Reaktion im Vak. eingedampft. Der Riickstand wurde in Ather 
aufgenommen und mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die ather. 
Schicht hinterlie8 nach dem Trocknen mit Calciumchlorid und Abdampfen des 
Athers einen goldgelben Sirup von nicht unangenehmem Geruch, der jedoch nicht 





5 E. Drechsel, J. prakt. Chem. (2) 27, 418 [1883]. 
6 PD. A. Kidd u. F. E. King, J. chem. Soc. [London] 3315 [1949]; Nature 
[London] 162, 776 [1948]. 
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zur Kristallisation zu bringen war (vermutlich handelt es sich um Phthalyl-I- 
leucinester). Ausb. 1,2 g. 

Zur Verseifung des Phthalyl-leucinesters wurde mit einem Gemisch aus 15 ccm 
Eisessig und 4 ccm konz. Salzsiure 1 Stde. unter RiickfluB gekocht, darauf im Vak. 
bis zur Kristallbildung eingeengt. Nach kurzem Aufbewahren im Eisschrank wurde 
abgesaugt, der Riickstand mit Wasser gewaschen und getrocknet und aus Ather/ 
Benzin umkristallisiert. Phthalyl-leucin, Ausb. 900 mg (85% d. Th.). Schmp. 
140—143°, 

21,9 mg Sbst. verbr. 3,90 ccm n,50-Saure (Kjeldahl). 

C,,H,;0,N Ber.N5,3  Gef. N 5,0 

Analog dem Verfahren zur Darstellung von N-[o-Carboxy-benzoy] ]-leucin- 
athylester wurde auch N-[o-Carboxy-benzoyl]-alanin-athylester gewon- 
nen. 

Ausb. aus 1 g d, J-Alanin an o-Carboxybenzoy]-Produkt 1,85 g (85,7% d. Th.). 

Aus Benzol/Petrolither umkrist. Schmp. 92—94°. 

19,70 mg Sbst.: 43,31 mg CO,, 9,97 mg H,O. — 29,87 mg Sbst.: 1,54 com N, 
(24°, 757 mm). 

C,.H,,0;N ‘Ber. C 58,86 H 5,66 N 5,3 
Gef. C 59,9 H 5,67 N 5,9 

2. Darstellung von Phthalyl-peptiden 

Phthalyl-glycyl-glycin: Dargestellt im wesentlichen nach dem von GraB- 
mann und Schulte-Uebbing’ angegebenen Verfahren. Die Bildung des krist. 
Saurechlorids aus Phthalyl-glycin geschah in Abweichung von diesen Autoren ent- 
weder mit Hilfe von Thionylchlorid in der Siedehitze unter RiickfluB oder mit 
Phosphorpentachlorid nach Sheehan und Frank’. Schmp. 227—230° (Lit. 232°). 

Phthalyl-glycyl-tyrosin: Da die direkte Peptidbildung zwischen dem 
Phthalyl-glycylchlorid und der freien Aminosiure in Dioxan/Wasser und MgO 
bzw. NaHCO, nicht gelang, wurde die Reaktion iiber den Aminosaureester durch- 
gefiihrt. 

Zu 3 g (2 Mol.) Tyrosin-athylester (dargest. nach E. Fischer®), gelést in 
30 ccm Dioxan, lieS man unter gutem Schiitteln bei Zimmertemperatur innerhalb 
von 20 Min. 1,6 g (1 Mol.) Phthalyl-glycylchlorid, in 30 ccm absol. Ather 
gelést, zutropfen. Nach Abtrennen des bereits wahrend der Kupplung ausfallenden 
Tyrosinester-hydrochlorides wurde das Filtrat bis zum Sirup im Vak. eingeengt, 
mit absol. Ather versetzt und bis zur Kristallisation, die sehr schnell erfolgte, 
gerieben. Phthalyl-glycyl-l-tyrosin-athylester kristallisiert aus verd. 
Alkohol in kleinen farblosen Blattchen. Ausb. 2,3 g (76,6% d. Th.). Schmp. 174 bis 
176°. «: +0,60°, [« ]p: -++-40° (c = 1,5, in Alkohol). 

20,48 mg Sbst.: 46,89 mg CO,, 9, 41 mg H,O. — 29,67 mg Sbst. verbr. 7,2 com 
n/50-Saéure (Kjeldahl). 

C.,H.0,N, Ber. C 63,63 H 5,05 N 7,07 
Gef. C 62,44 H 5,07 N 6,99 

a) Alkalische Verseifung: 

1,2 g Phthalyl-glycyl-tyrosinester wurden in 15 ccm l-n, NaOH (Mol.- 
Verh. 1:3) unter Schiitteln bei Zimmertemperatur in Lésung gebracht. Nach 20 Min. 
wurde bis zur Triibung (etwa py 3) mit l-n. HCl angesdiuert. Das beim Ansaéuern 
élig ausgefallene Produkt kristallisierte erst nach langerem Aufbewahren. Aus viel 
heiBem Wasser umkristallisiert, fiel das Produkt in kleinen farblosen Nadeln. 
Geeigneter zum Umkristallisieren ist Amylalkohol. Ausb. 150mg Phthalyl- 
glycyl-l-tyrosin (15,0% d. Th.). Schmp. 235—237° (2mal umkrist., iiber P.O; 
getrocknet). 


7 W. Grassmann u. E. Schulte-Uebbing, Chem. Ber. 88, 244 [1950]. 
8 J.C. Sheehan u. V. S. Frank, J. Amer. chem. Soc. 71, 1856 [1949]. 
® E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 452 [1901]. 
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19,71 mg Sbst.: 1,25 cem N, (21°, 760 mm). 
Ci9H,,0,N Ber. N7,6 Gef. N 7,4 
b) Saure Verseifung: 400mg Phthalyl-glycyl-l-tyrosinester wurden 
in 5 cem Aceton gelést und mit 6 ccm etwa 10-proz. Salzsiure 1 Stde. unter Riick- 
fluB gekocht. Beim Einengen unter vermindertem Druck fiel bereits ein Teil des 
verseiften Produktes aus, der Rest im Eisschrank. Aus heiBem Wasser umkristalli- 
siert, fallt das Produkt in kleinen farblosen Nadeln aus. Da sehr viel Wasser notig 
ist, ist Amylalkohol vorzuziehen. Ausb. 280 mg (75°%, d. Th.); Schmp. 232—234”. 
Phthalyl-glutamyl-tyrosin: Von der nach 1 b) dargestellten Phthaly!- 
glutaminsaure wurden 3,7 g mit 10 ccm Acetanhydrid in der Siedehitze behandelt ; 
es resultierten 2,2 g Phthalyl-glutaminsadure-anhydrid. Ausb. 66% d. Th.; 
Schmp. 193— 198°; Lit. 195—200°. a : —0,835°, [a ]p: —55,7° (c = 1,5, in Essigester). 
Ber. N 5,4 Gef. N 5,3 
Phthalyl-l-y-glutamyl-l-tyrosin-athylester: Zu 1g Tyrosinester, 
in 30 ccm Essigester gelést, wurden unter gutem Schiitteln bei Zimmertemperatur 
1,2 g Phthalyl-glutaminsaure-anhydrid portionsweise zugesetzt. Das 
Anhydrid léste sich gut, die Reaktionsfliissigkeit triibte und erwarmte sich dabei 
leicht. Nachdem alles Anhydrid zugesetzt war, wurde noch solange weitergeschiit- 
telt, bis die Lésung véllig klar war. Die Fliissigkeit wurde im Vak. eingeengt und 
der erhaltene Sirup durch Anreiben mit absol. Ather zur Kristallisation gebracht. 
Aus Alkohol/Wasser umkristallisiert fallt Phthalyl-l-y-glutamyl-l- 
tyrosin-athylester in kleinen farblosen Blattchen. Ausb. 1,75 g (80% d. Th.). 
Schmp. 177,5—179° (1mal umkrist.). «: —0,50°, [a ]p: —25° (c = 2, in Athanol). 
19,94 mg Sbst.: 44,78 mg CO,, 9,03 mg HO. — 20,26 mg Sbst.: 1,10 cem N, 
(21°, 760 mm). 
C.,4H,,0,N, Ber. C 61,53 H 5,12 N 5,98 
Gef. C 61,25 H 5,04 N 6,22 
a) Alkalische Verseifung: 300 mg Phthalyl-l-y-glutamy]-l-tyrosin- 
ester wurden in 5,0 ccm 1-n. NaOH (Mol.-Verh. 1:3) in Lésung gebracht. Das 
Produkt léste sich sehr gut unter leichter Erwirmung. Nach 20 Min. wurde mit 
1-n. HCl bis zur auftretenden schwachen Triibung angesduert (pg 5). Nach lan- 
gerem Stehenlassen kristallisierte das zunachst als Ol ausgefallene Phthalyl-l- 
y-glutamyl-l-tyrosin. Kleine farblose Nadeln aus heiBem Wasser. Ausb. 
90 mg (31,0% d. Th.). Schmp. 207—209° (Imal umkrist.). 
19,78 mg Sbst.: 42,88 mg CO,, 7,25 mg H,O. — 19,94 mg Sbst.: 1,12 eem N, 
(21°, 760 mm). 
C,,H»0,N, Ber. C 60,00, H 4,54 N 6,36 
Gef. C 59,08, H 4,10 N 6,51 
b) Saure Verseifung: 300mg Phthalyl-/-y-glutamyl-l-tyrosinester, 
in 20 ccm Aceton gelést, wurden etwa 30 Min. mit 10 ccm verd. Salzséure unter 
RiickfluB gekocht. AnschlieBend wurde auf 1 des Vol. eingeengt. Das dlig aus- 
gefallene Produkt kristallisierte nach kurzer Zeit. Es wurde aus Wasser oder besser 
aus Amylalkohol umkristallisiert. Schmp. 205—207°. Ausb. 170 mg (60% d. Th.). 
3. Darstellung von Carbobenzoxy-«-/-glutamyl-l-tyrosin nach 
Bergmann und Zervas?®: Schmp. 184—186° (Lit. 185°). 
Ber. N 6,3 Gef. N 6,3 (Kjeldahl) 


4. Die papierchromatographischen Untersuchungen wurden nach 
dem aufsteigenden Verfahren unter Benutzung von wassergesattigtem Butanol- 
Eisessig (butylalkohol. Phase eines Gemisches von 40 Tin. n-Butanol, 10 Tln. Eis- 
essig und 50 TIn. Wasser) mit dem Papier ,,,3 weich‘‘ der VEB Spezialfilterpapier- 
fabrik Niederschlag/Erzgeb. in iiblicher Weise mit essigsaurer butylalkohol. Lésung 
von Ninhydrin durchgefiihrt. Die auf die Startpunkte aufgetragenen Mengen be- 
trugen in der Regel 20 cmm. 


10 M. Bergmann u. L. Zervas, Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 1192 [1932]. 
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5. Verhalten einiger Phthalylverbindungen gegeniiber Alkali: 
Als Beispiel des Verhaltens von Phthalylverbindungen gegeniiber Alkali werden 
Untersuchungen mit Phthalyl-glycin und Phthalyl-alanin geschildert. 

Je 500mg Phthalyl-glycin und Phthalyl-alanin wurden in 2 ccm 
Wasser suspendiert und erhitzt. Kein Chromatogrammfleck. Nach dem Abkiihlen 
kristallisierte das Produkt wkeder aus. Die Ansaitze wurden tropfenweise mit 1-n. 
NaOH versetzt, bis Lésung eingetreten war (px 7—8). Bendtigte Laugenmenge: 
Phthalyl-glycin 3,2 cem, Phthalyl-alanin 2,8 ccm. 

Danach wurde mit l-n. HCl bis py 3 angesduert, das ausgefallene Produkt 
abgesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen. Mutterlaugen + Waschwasser 
wurden zusammengegossen und 12 Stdn. im Eisschrank stehengelassen. 

Phthalyl-glycin: sofort ausgefallen 124,83 mg = 29%, nach 12 Stdn. aus 
Mutterlauge 18,6 mg = 4%; insgesamt = 143,4 mg = 33%. 

Phthalyl-alanin: sofort ausgefallen 192 mg = 38%, nach 12 Stdn. 0; insge- 
samt 192 mg = 38%. 

Das Filtrat wurde im Vak. zur Trockne gebracht, der Riickstand mit absol. 
Alkohol extrahiert und die alkohol. Lésung auf das Papier aufgetragen. Die Chro- 
matogramme zeigten neben Glykokoll und Alanin die in der Lésungsmittelfront 
liegenden, mit Ninhydrin Blaufarbung gebenden Substanzen (wie in Chromato- 
gramm 1). Der in Alkohol unlésliche Riickstand wurde in wenig Wasser gelést und 
ebenfalls auf das Papier aufgetragen. Diese Chromatogramme lieSen nur die Amino- 
siure erkennen. 

Im Trockenriickstand des alkohol. Auszuges des Phthalyl-alanin-Ansatzes 
war auBerdem Phthalyl-alanin (Schmp.: 159—162°, Lit.4 164°) nachweisbar. Riick- 


stand 45 mg. 

Der Trockenriickstand des alkohol. Auszuges des Phthalyl-glycin-Ansatzes 
enthielt 75 mg einer in Wasser schwer léslichen, bei 292—296° schmelzenden Sub- 
stanz, die nach Umkristallisation aus Wasser bei 189—191° schmolz (Schmp. von 
Phthalyl-glycin 191°). 

Diese Verainderung des Schmelzpunktes konnte auch beobachtet werden, 
wenn man das Rohprodukt (292°) 24 Stdn. im geschlossenen GefaB bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrte. Offenbar handelt es sich um die Riickverwandlung der 
o-Carboxy-benzoyl- in die Phthalyl-Verbindung. Uber diese Méglichkeit berichtete 
bereits Andreasch‘; nach seinen Beobachtungen soll sich NV -[o-Carboxy-benzoy] ]- 
alanin beim Trocknen bei héherer Temperatur in Phthalyl-alanin zuriickverwandeln. 
Es ergibt sich demnach folgendes Bild: 

Etwa 35—40°, der eingesetzten Phthalyl-aminosiuren werden nach Einwir- 
kung von sehr schwachem Alkali (nur bis Lésung eingetreten ist) bei Zimmertempe- 
ratur und darauffolgendem Ansauern sofort zuriickgewonnen, etwa 10°, erhalt man 
als vermutetes o-Carboxy-benzoyl-Produkt, das, da es die eben erwahnte Riick- 
verwandlung durchmacht, noch zu den 35—40% hinzugezahlt werden kann. So- 
mit lassen sich rund 50% des eingesetzten Produktes nach der Alkalieinwirkung 
zuriickgewinnen. Vermutlich wird jedoch der gréBte Teil des o-Carboxy-benzoyl- 
Produktes unter Zunahme der freien, urspriinglich am Aufbau beteiligten Amino- 
siure zerlegt, wie es der mit zunehmender Bebriitungszeit der o-Carboxy-benzoyl- 
Verbindung starker werdende Aminosaurefleck auf dem Chromatogramm andeutet 
(s. Chromatogramm 2). 


6. Fiir Fermentversuche diente eine 1-proz. Lésung von Pepsin in la- 
mellis, welches in n/10-HCl gelést und dann auf das entsprechende Volumen mit 
einem nach Walpole" auf px 4,0 eingestellten Acetatpuffer aufgefiillt wurde, 
sowie Extrakte von Pancreatin oder nach Abderhalden und Hanson” dar- 


11 §. Walpole, Methoden d. Fermentforschung Band 1, 787. 
122 E, Abderhalden u. H. Hanson, Fermentforschung 16, 37 [1938]; C. R. 


Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 22, 1 [1938]. 
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gestellte 1-proz. Carboxypeptidaselisung: das py der letzteren war mittels Phos- 
phatpuffers auf px 7,8 eingestellt worden*. 

Die Konzentration der Peptidsubstrate war in allen Ansitzen (Kontroll- und 
Hauptversuch) m/20. Die benutzten Lésungen der Peptidderivate wurden vor 
Zugabe der Fermentlésung auf das erforderliche pq-Optimum mit Puffer eingestelit. 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB Phthalyl-aminosiuren und Phthalyl-peptide 
trotz relativ gute Ausbeuten ergebender Darstellungsweise als Substrate 
fiir proteolytische Fermente nur begrenzt einsatzfaihig sind. Die Ursache 
liegt in der hohen Alkaliempfindlichkeit der untersuchten Phthaly|- 
verbindungen, die sich bereits bei nur kurz dauernder Alkalisierung oder 
bei schwach alkalischen py-Werten, wie sie zur Bestimmung verschie- 
dener proteolytischer Enzyme eingestellt werden, feststellen laBt. Die 
durch Alkali bewirkten Verinderungen an den Phthalylverbindungen 
werden naher untersucht. 


*) Bei den Versuchen iiber die Einwirkung von Fermentpraparaten auf 
Phthalyl-peptide war Dipl.-Chem. W. Hoffmann beteiligt. 
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Uber den Ursprung des Kotfettes 


II. Versuche an Ratten mit GallengangverschluB 
Von 
A. Holasek 


Aus dem Medizinisch-C hemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitit Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. H. Lieb) 


(Der Schriftleitung zugegangen 26. Juli 1954) 


Das Kotfett, von dem man bisher annahm, daB es zum gréBeren 
Teil durch Sekretion in das Darmlumen gelangt, steht im engsten Zu- 
sammenhang mit der Darmflora, wie in der vorhergehenden Mitteilung 
gezeigt wurde'. Man kann mit gré8ter Wahrscheinlichkeit annehmen, 
daB es sich unter fettfreier Ernihrung beim Kotfett im engeren Sinne 
hauptsichlich um Bakterienfett handelt. Nun ist schon seit langerem 
bekannt, daB acholische Stiihle auch bei fettfreier Ernahrung um das 
Mehrfache mehr Fett enthalten als normale. Man kénnte daher zur An- 
sicht kommen, daB unter acholischen Bedingungen eine verstiarkte 
Sekretion von Fett in das Darmlumen eintritt. 

Es wurde bereits von Munk? festgestellt, daB auch bei Abwesenheit 
von Galle bis zu 70°/, des zugefiihrten Fettes resorbiert werden. Saphiro, 
Koster, Rittenberg und Schoenheimer® zeigten mit durch Deute- 
rium markiertem Fett, daB Patienten mit einer Gallenfistel 65 bis 70°/, 
des Fettes resorbieren. Neben den 30 bis 35°/) nichtresorbierter markier- 
ter Fettsiuren fand man jedoch im Kot noch groBe Mengen an Sauren 
unbekannten Ursprungs. Bernhard‘ kam bei mit Deuterium durch- 
gefiihrten Versuchen an Gallenfisteltieren zu den gleichen Ergebnissen. 
Seiner Ansicht nach ist die Galle nicht nur bei der Fettresorption be- 
teiligt, sondern sie verhindert auch die Fettsekretion in das Darmlumen. 
Diese Ansicht setzt jedoch den Beweis voraus, daB jenes nicht der Nah- 
rung entstammende Fett acholischer Stiihle tatsachlich Korperfett ist. 
Bereits Sperry® hat Untersuchungen in dieser Richtung unternommen. 
Er fand, daB der Kot fettfrei ernahrter Gallenfistelhunde 1,5 bis 4,5mal 
soviel Fett enthielt als der Kot fettfrei ernaihrter gesunder Tiere. Durch 
Zentrifugieren trennte er den acholischen Stuhl in drei Fraktionen: 
eine Lésung, eine Bakterienfraktion und eine Fraktion gréberer Partikel. 
Die Bakterienfraktion enthielt 45°/, des Kotfettes gegeniiber 40°/) beim 


1 A. Holasek, diese Z. 298,55 [1954]. 

2 J. Munk, Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 122, 302 
[1890]. 
3 A. Shapiro, H. Koster, D. Rittenberg u. R. Schoenheimer, Amer. J. 
Physiol. 117, 525 [1936]. 

4 K. Bernhard, G. Ritzel u. E. Hug, Helv. physiol. pharmacol. Acta 10, 
68 [1952], und K. Bernhard u. G. Ritzel, ibid 11, 166 [1953]. 
5 W.M. Sperry, J. biol. Chemistry 71, 351 [1926/27]; 85, 455 [1929/30]. 
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normalen Hundekot*. Praktisch den ganzen Rest des Fettes fand er in 
der Fraktion der gréberen Teilchen. Nach Verfiitterung von Fett an 
diese Tiere kam es zu einer Erhéhung des Kotfettgehaltes, wobei dieses 
zusitzliche Fett in der Fraktion der gréberen Partikel zu finden war. 
Daraus zieht er den SchluB, daB das nichtresorbierte Fett an diese Par- 
tikel adsorptiv gebunden wurde und daB dies auch mit dem in das Darm- 
lumen sezernierten Kérperfett geschehe. Demnach ware also héchstens 
die Halfte des Fettes acholischer Stiihle bakteriellen Ursprunges. 

Da das Zentrifugieren kaum eine exakte Trennung der Bakterien 
von den tibrigen Kotbestandteilen gestattet, schien es notwendig zu 
untersuchen, wie stark die Bakterien an der Produktion des Fettes 
acholischer Stiihle beteiligt sind. Bei normalen, fettfrei ernahrten Ratten 
gelang es durch Erhéhung des Zellstoffgehaltes der Nahrung und gleich- 
zeitige perorale Gabe von Terramycin, den Gehalt des Kotes an héheren 
Fettsauren auf unbedeutende Mengen zu reduzieren. Diese Methode wurde 
nun auch an Ratten mit GallengangverschluB wiederholt. Dabei wurde 
der Gehalt des Kotes an Unverseifbarem nicht beriicksichtigt, sondern 
nur die im Tageskot enthaltene Menge an freien und veresterten héheren 
Fettsiuren (Gesamtfettsiuren) bestimmt. Diese Fettsiuren sind als wich- 
tigster Bestandteil des Fettes auch das beste Ma des Kotfettgehaltes. 


‘ Methode 


Erwachsene weiBe Ratten wurden in Einzelkafigen gehalten, deren Boden 
aus Glasstiiben bestand, so daB der Kot auf ein darunter befindliches Netz fallen 
konnte. Nachdem die Tiere einige Tage hindurch die fettfreie Versuchskost be- 
kamen, wurde ihnen in Athernarkose der Gallengang an zwei Stellen unterbunden 
und dazwischen durchgeschnitten*. Fast alle Tiere, die die erste Woche nach der 
Operation iiberlebten, blieben bei fettfreier Ernahrung noch 3 bis 5 Wochen am 
Leben. Von Tieren, die eine verminderte FrefSlust zeigten, wurde der Kot nicht 
verwertet. Tiere, die zu fressen aufhdérten, gingen meist innerhalb einiger Tage an 
cholamischen Blutungen zugrunde, wenn sie nicht vorher mit Ather getétet wurden. 

Es ist unbedingt notwendig, taglich den Harn auf den Gehalt an Gallen- 
farbstoffen zu untersuchen. Der Kot und seine Extrakte miissen licht sein, wenn 
nicht durch die Nahrung gefirbte Stoffe zugefiihrt wurden. 

Die Nahrung war immer sorgfaltig mit essigsaurem Alkohol und Ather 
extrahiert. Sie bestand aus Starke, Fibrin, Zucker, ‘Vitaminen, Salzen, Brot und 
Zellstoff. Besonders gerne tranken die Tiere, wenn sie sich von der Operation er- 
holt hatten, konzentriertes Zuckerwasser, das ihnen zeitweise mit einer Pipette 
eingegeben wurde. 

Der Kot von 3 bis 6 normal fressenden Tieren wurde taglich gesammelt, mit 
etwas Wasser zu einem Brei verrieben und davon ein Abstrich gemacht. Dann 
nahm man diesen Brei in salzsaurem Alkohol auf und erhitzte ihn zum Sieden. 
Auf diese Weise konnte man ihn nun bis zur Weiterverarbeitung aufbewahren. 
Die Extraktions- und Bestimmungsmethoden waren die gleichen, wie bei der ersten 
Mitteilung beschrieben. Die wichtigsten Schritte sollen hier grob umrissen werden: 

Der gut zerriebene Kot wird mit salzsaurem Allkohol und dann mit Ather 
einige Male durch Schiitteln extrahiert und dazwischen auf einer Nutsche aus- 


= W. M. ‘Sperry, J. biol. Chemistry $1, 299 [1929]. 
* Mein besonderer Dank git Herrn Dr. W. Rosenkranz fiir die Durch- 
fiihrung mehrerer Operationen sowie fiir die Einfiihrung in die Operationstechnik. 
Frl. cand. med. H. Stanek danke ich fiir die dabei geleistete Hilfe. 
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gepreBt. Der getrocknete Riickstand wird als Trockenkot bezeichnet. Der ein- 
geengte, alkoholische Extrakt wird mit konz. Natronlauge versetzt und in einer 
Porzellanschale am Wasserbad zur Trockene eingedampft und so verseift. Der 
Riickstand wird in Wasser aufgenommen, mit Salzsiure angesiuert und mit 
Petrolither erschépfend ausgeschiittelt. Die petrolitherische Losung wird mit 
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Man lést den 
Riickstand unter Erhitzen in 50 ml 86-proz. Athylalkohol, der eine bekannte 
Menge an Palmitinsdure enthalt, fallt aus dieser Losung die héheren Fettsauren 
mit Harnstoff und titriert sie mit 0,1-n. NaOH. 


Ergebnisse 


Es wurden zwei Gruppen von Ratten operiert und untersucht. Die 
erste Serie wurde zu kurze Zeit nach der Operation in den Versuch ge- 
nommen und dieser zu rasch abgebrochen. Damals waren noch keine 
Erfahrungen iiber das Verhalten der operierten Tiere vorhanden, so daB 
auch der Kot moribunder Tiere und solcher, die praktisch nichts mehr 
fraBen, ausgewertet wurde. Auf die graphische oder tabellarische Dar- 
stellung dieser Ergebnisse wird daher verzichtet. Die Versuche zeigten 
aber dennoch deutlich, daB der Gehalt des Kotes an héheren Fettséuren 
nach der Operation auf das Doppelte bis Dreifache stieg. Durch Bei- 
mischung von Agar und Terramycin kam es zu einer Zunahme des Kot- 
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Darstellung der Untersuchungsergebnisse des Kotes von fettfrei ernahrten Ratten 
mit GallengangverschluB. 

Abszisse: Versuchstage 

Ordinate: Sauren in Milliaquivalenten und Trockengewicht des Kotes in Gramm 
—: Milliaquivalente an mit Harnstoff fallbaren Séuren pro 10 Ratten und Tag 

—+—+; Milliaquivalente an mit Harnstoff nicht fallbaren Saéuren pro 10 Ratten 
und Tag 

--: Trockengewicht des Kotes pro 10 Ratten und Tag 
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trockengewichtes und einer gleichzeitigen Senkung seines Fettsiéure- 
gehaltes auf etwa ein Drittel des Anfangswertes. 

Die zweite Gruppe von Ratten bekam eine Nahrung, bestehend aus 
entfetteter Starke, Zucker, Fibrin, Salzen, Vitaminen und Zellstoff. Am 
6. Versuchstag wurden die Tiere operiert und vom 13. Tag an wurde der 
Kot gesammelt. Am 14. Tag wurden dem Futter pro Ratte einmalig 
etwa 50 mg Terramycin und am 19. Tag einmalig 50 mg Chloramphenicol 
beigemischt. Letzteres beeintrichtigte die FreBlust sehr. Vom 21. bis 
26. Tag bekamen die Tiere entfettetes Brot mit Zuckerwasser als Nah- 
rung. Die Ergebnisse sind in der Abbildung graphisch dargestellt. 

Die mikroskopische Untersuchung des Kotausstriches ergab meist 
eine gramnegative Mischflora. Am 15., 16. und 17. Tag beherrschten 
plumpe, grampositive Stabchen das Bild. Sie schwanden dann allmiahlich 
und waren am 19. Tag nicht mehr vorhanden. In der Folge war die Flora 
hauptsiachlich wieder gramnegativ. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die Versuche bestitigten die Befunde von Sperry’, der, wie oben 
erwahnt, fand, daB die Fettmenge der acholischen Stiihle betrachtlich 
hoher ist als die normaler. Die hier durchgefiihrten Versuche zeigten, 
daB die Menge an Fettsiuren im Kot bei Abwesenheit von Galle auf etwa 
das Doppelte der. Norm steigt (vgl. Abb., 4. und 13. Versuchstag). 

Vergleicht man den Verlauf der Kotmenge mit den darin enthaltenen 
Millidquivalenten an Fettsauren, so fallt auf, daB mit zunehmender Kot- 
menge der Gehalt an Fettsiuren abnimmt. Die Kotmenge nimmt vom 
13. Versuchstag infolge zunehmender Freflust bis zum 15. Tag zu und 
bleibt dann bis zum 20. Tag auf gleicher Hohe; gleichzeitig sinkt der 
Gehalt des Kotes an Fettsiiuren bis zum 21. Tag ununterbrochen ab. 
Am 21. Tag beginnt die Kotmenge abzufallen und am 22. Tag steigt 
wieder allmahlich der Gehalt an Fettsiuren an. Man hat nicht den Ein- 
druck, daB die einmalige Gabe von Terramycin auf den Kotfettgehalt 
irgendeinen EinfluB hat. Auch das Chloramphenicol zeigt keine deutliche 
Wirkung, was in diesem Falle wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, 
daB die Tiere das damit versetzte Futter nur teilweise fraBen. Am 24.Tag 
ist die Kotmenge auf ein Minimum gesunken und bleibt einige Tage so 
gering, weil das Futter aus entfettetem Brot mit Zuckerwasser ohne 
Zellstoff bestand. Gleichzeitig steigt der Fettsiuregehalt und erreicht am 
26. Tag den Wert vom 13. Tag. 

Dieser Verlauf zeigt eindeutig, daB bei beschleunigter Darmpassage 
weniger Fettséuren im Kot enthalten sind als bei langsamer. Theoretisch 
besteht die Méglichkeit, daB der hohe Zellstoffgehalt der Nahrung die 
Fettsekretion in das Darmlumen hemmt. Auf welche Art und warum 
dies der Fall sein soll, wire ungeklirt. Wahrscheinlicher scheint die An- 
nahme, daB durch die beschleunigte Passage des zellstoffreichen Darm- 
inhaltes der Kot viel kiirzer im Dickdarm verweilt, so daB die Mikro- 
organismen nicht so stark wuchern kénnen wie bei zellstoffarmer Kost. 
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Wenn angenommen wird, da das zutrifft, so sind die Mikroorganis- 
men zu etwa 70°/, an den Kotfettsiuren beteiligt. Sperry fand bei seinen 
Versuchen, da8 in der Bakterienfraktion 48°/, des Fettes enthalten sind. 
Bereits dies wiirde bedcuten, daB die Darmflora unter acholischen Be- 
dingungen 1,5 bis 4,5mal mehr Fett zu produzieren vermag als bei norma- 
len Darmverhiltnissen. Die Méglichkeit dazu ist ohne weiteres gegeben, 
da bei Abwesenheit von Galle nicht allein die Fettresorption, sondern 
auch die iibrigen Verdauungsvorginge gestort sind; es entgehen mehr 
Nihrstoffe der Resorption und bilden dann im Dickdarm einen guten 
Nahrboden fiir die Darmflora. Welche Rolle beim Wachstum der Mikro- 
organismen eine eventuelle bakteriostatische Wirkung der Galle spielt, 
sei dahingestellt. 

In keiner der beiden Versuchsserien sank unter den gewahlten Be- 
dingungen die Fettsduremenge des Kotes so weit ab, wie dies bei nor- 
malen Tieren der Fall war. Es verbleibt noch immer ein Rest von rund 
0,35 Milliaquivalenten Fettsiuren (vgl. den 13. und 21. Versuchstag). 
Uber den Ursprung dieser Fettsiuren lassen sich aus meinen Versuchen 
keine sicheren Aussagen machen. Sicher ist ein Teil bakteriellen Ur- 
sprungs, da der Kot noch immer Mikroorganismen enthielt. 

Die Méglichkeit, daB es sich bei dem verbleibenden Rest um sezer- 
niertes Kérpetfett handelt, ist weniger wahrscheinlich, da man nicht ohne 
weiteres einsehen kann, warum diese geringe Menge an Fett nicht wieder 
resorbiert werden sollte, wenn doch auch unter acholischen Bedingungen 
weit gréBere Mengen an Fett resorbiert werden. Damit soll nicht gesagt 
werden, daB nicht geringfiigige Mengen an Ké6rperfettsiuren, speziell 
bei einer Sekretion im Dickdarm, in den Kot gelangen. Vielleicht konnten 
Versuche an Tieren, deren K6rperfett markiert ist, tiber den Gehalt an 
K6rperfett im Kot Aufklarung geben. 

Wiahrend die mit Harnstoff fallbaren Fettsiuren im acholischen 
Kot vermehrt vorkommen, ist der Gehalt an mit Harnstoff nicht fall- 
baren Saéuren merklich niedriger als beim normalen Kot. Dies deutet 
darauf hin, daB mit Petrolither auch Gallenabkémmlinge (Farbstoffe) 
ausgeschiittelt werden. Dafiir spricht auch die nur ganz schwach gelb- 
liche Farbe der petrolitherischen Lésung der Saéuren aus acholischen 
Stiithlen gegeniiber der stirker gefairbten bei normalen Kotausziigen. 


Zusammenfassung 


Fettfrei ernihrte Ratten mit GallengangverschluB scheiden gegen- 
iiber normalen Tieren mehr Fettsauren im Kot aus. Durch Erhohung des 
Zellstoffgehaltes der Nahrung und Verabreichung von Antibioticis ge- 
lang es, die im Tageskot enthaltene Menge an diesen Sauren auf rund 
ein Drittel herabzudriicken. Daraus wird der SchluB gezogen, daB der 
erhéhte Fettgehalt acholischer Stiihle bei fettfreier Ernahrung auf ein 
verstirktes Bakterienwachstum im Darm zuriickzufiihren ist. 
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Uber den Ursprung des Kotfettes 
III. Versuche an Menschen 
Von 
A. Holasek 


Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut und Pregl-Laboratorium der Universitit Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. H. Lieb) 


(Der Schriftleitung zugegangen 26. Juli 1954) 


In Versuchen an Ratten konnte gezeigt werden, daB bei Beschleuni- 
gung der Darmpassage durch Erhéhung des Zellstoffgehaltes der Nah- 
rung und gleichzeitige Gabe von Terramycin ein Kot entleert wird, der 
nur noch ganz geringe Mengen an héheren, mit Harnstoff fallbaren Fett- 
siuren enthalt'. Daraus wurde der Schlu8 gezogen, daB das Kotfett im 
engeren Sinne fast zur Ginze bakteriellen Ursprungs ist. Es schien nun 
notwendig, diese am Tier erzielten Ergebnisse am Menschen zu veri- 
fizieren. 

Unseres Wissens wurden am Menschen noch keine Versuche zur 
Klarung der Frage tiber den Ursprung des nichtalimentiren Kotfettes 
unternommen. Krakower? untersuchte das Kotfett gesunder Menschen, 
denen verschiedene Mengen an Fett gegeben wurden. Er fand, daB die 
Kotfettmenge innerhalb weiter Grenzen unabhingig ist von der auf- 
genommenen Menge an Fett, und daB die Jodzahl des Kotfettes praktisch 
gleichbleibend ist und sich stark von der des Nahrungsfettes unter- 
scheidet. Die Desquamation, die Darmsekrete und die Bakterien kénnen 
seiner Ansicht nach nicht die einzigen Quellen des Kotfettes sein. Diese 
Befunde wurden bestiatigt, obwohl andere Autoren fanden, daB das Kot- 
fett teilweise durch das Nahrungsfett beeinflu&t wird**. Interessant 
ist die Feststellung von Walker*, daB die Kotfettmenge mit zunehmen- 
dem Fasergehalt der Nahrung steigt. Versuche an vollstandig fettfrei 
ernahrten Menschen wurden von Klinc® durchgefiihrt. Diese Versuche 
sind besonders wertvoll, da die Einhaltung so schwerer Bedingungen 
groBe Anforderungen an die Versuchspersonen stellt. Aus seinen Ver- 
suchen ist auch ersichtlich, daB bei schlackenreicher Nahrung der Fett- 
gehalt des Kotes steigt. Dieses nicht der Nahrung entstammende Fett 


1 A. Holasek, diese Z. 298, 219 [1954], vorstehend. 

2 A. Krakower, Amer. J. Physiol. 107, 49 [1934]. 

3 J. H. Annegers, J. H. Boutwell u. A.C. Ivy, Gastroenterology 10, 486 
[1948]. 

4 E. E. Willaeger, M. W. Comfort u. A. E. Osterberg, Gastroenterology 
9, 272 [1947]. 
5 A. R. P. Walker, Nature [London] 164, 825 [1949]. 
® L.Klinc, Biochem. Z. 824, 385 [1953]. 
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nennt er Sekretfett oder ,,nicht alimentires Fett metabolischen Ur- 
sprungs“. Uber die Quellen dieses nicht alimentiiren Kotfettes beim 
Menschen ist nichts bekannt. Walker erwahnt als mégliche Quellen die 
Darmsekretion und die Bakterien und weist auf die Arbeit von Shapiro, 
Koster, Rittenberg und Schoenheimer’ hin, die darauf hindeutet, 
daB Anderungen im Gallenflu8 von gewisser Bedeutung sein kénnten. 

Eigentlich bestand wenig Hoffnung, daB die Ergebnisse, die bei 
Rattenversuchen erzielt wurden, beim Versuch an Menschen so ein- 
deutig sein werden. Einerseits konnten die Schwierigkeiten, die mit einer 
mehrtagigen fettfreien Ernahrung-verbunden sind, nicht tiberwunden 
werden, so daB die Nahrung fetthaltig war. Andererseits entleert der 
Mensch nur ein- bis zweimal taglich den Kot, wahrend die Ratten eine 
mehr kontinuierliche Kotentleerung haben. Es verweilt also der Kot 
beim Menschen linger im Dickdarm. Dazu war auch die bei den Ratten 
durchgefihrte Erhéhung des Schlackengehaltes der Nahrung bei Ver- 
suchen an Menschen nicht in diesem Ausma8e durchfiihrbar. 


Methode 


Um méglichst brauchbare Resultate und eine regelmaBige Kotentleerung zu 
erzielen, wurde eine gemiisereiche Kost gegeben. Es wurde nur Pflanzenél ver- 
wendet, von dem wir uns durch Rattenversuche iiberzeugten; daB es, in nicht 
iibermaBigen Mengen gegeben, praktisch vollstandig resorbiert wird. Die Anti- 
biotica wurden nur an einem Tag verabreicht. 

Die Versuche wurden an zwei Gruppen von je drei Personen durchgefiihrt. 
Die Personen einer Gruppe aBen gemeinsam die gleiche Nahrung. Leider konnte 
nicht vermieden werden, daB von den Versuchspersonen verschiedene Mengen 
verzehrt wurden. Der Tageskot wurde gesammelt und kiihl gelagert und moglichst 
bald gewogen. Davon wurde ein aquivalenter Teil entnommen, mit Salzsdure 
und Alkohol.verrieben und so aufbewahrt. Lie Weiterverarbeitung und Analyse 
war die gleiche wie bei den bereits genannten Versuchen an Ratten, und bestand 
in einer Extraktion mit heiBem Alkohol und Ather, Verseifung, Ausschiittelung 
der Séuren mit Petrolather und Fallung der héheren Fettséuren aus alkoholischer 
Lésung mit Harnstoff. 


Ergebnisse 


I. Gruppe: Der Kot wurde erst vom 3. Versuchstag an gesammelt und 
analysiert. Am 5. Versuchstag bekamen die Personen B. und C. innerhalb von 
24 Stdn. je 1 g Terramycin und 2 g Chloramphenicol. Diese massive Behandlung 
rief bei den im Beruf stehenden Personen unangenehme Erscheinungen hervor. 
Auf die Wiedergabe der Befunde von C., bei dem starke Beschwerden mit Tenesmen 
und Entziindungen auftraten, wird verzichtet. C. hatte schon vor Beginn der 
Medikation eine abnorme Mischflora. 

A. zeigte Neigung zu harten Stiihlen, was auch aus dem relativ hohen Gehalt 
an Trockensubstanz ersichtlich ist. 

B. hatte einen regelmaBigen Stuhlgang. Bakteriologisch wurde am 3. Ver- 
suchstag eine normale Darmflora festgestellt. Am 5. Versuchstag wurden itiber 
den Tag verteilt 1 g Terramycin und 2g Chloramphenicol eingenommen. Am 
6. Tag hatte B. morgens innerhalb von 2 Stdn. zwei Defaecationen, wobei der zweite 
Kot mit einem Feuchtgewicht von 195 g noch vor der Analyse aus Versehen ver- 
nichtet wurde. Der Kot des 7. Tages enthielt vorherrschend Hefe und andere Pilze. 


7 A. Shapiro, H. Koster, D. Rittenberg u. R. Schoenheimer, Amer. 
J. Physiol. 117, 525 [1936]. 
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Zusammenstellung der Versuchsergebnisse 


























Kotgewicht o% Milliaquivalent Saure durch Harnstoff 
Tag | feucht | trocken | Trocken- fallbar nicht fallbar 
ing substanz pro Tag | pro g Trockenkot| pro Tag 
A. 
4 90 15 16,6 4,87 0,33 1,37 
5 90 13,5 15 4,77 0,35 1,44 
6 120 16,6 13,8 ’ 0.25 1,83 
"J 120 18 15 4,26 0,24 2,25 
B. 
3 137 16 11,7 3,29 0,21 3,15 
4. 195 21,2 10,9 3,9 0,18 2,35 
5. 135 15,1 11,2 2,12 0,14 2,46 
166 10,9 6,6 2,00 0,18 1,60 
6. | 195 wu = a a a 
fe 360 24,1 6,7 0,75 0,03 2,11 
D. 
2. 134 8,7 6,5 3,04 0,35 1,84 
3. 69 6,8 9,8 1,07 0,16 0,61 
4. 69 6,4 9,3 0,75 0,12 0,47 
5. 21 1,6 7,6 0,15 0,09 0,20 
2. 280 23,6 8,4 11,41 0,48 4,8 
3. 42 2,5 6 0,19 0,08 0,30 
4. 184 20,2 11 1,63 0,08 1,40 
5. 660 91,2 13,9 6,07 0,07 4,36 
F. 
2 kein Kot 
3 27 4,6 17 2,52 0,55 0,75 
4 151 21,3 14,1 8,70 0,40 1,63 
5 156 15,6 10 3,05 0,19 0,92 




















II. Gruppe: Die Personen dieser Gruppe bekamen am Tag vor dem Versuchs- 
beginn ein Abfiihrmittel, so daB schon der Kot des 2. Versuchstages verwertet 
werden konnte. Die Nahrung war ahnlich der der ersten Gruppe, enthielt jedoch 
noch zusatzlich Milch und aus Mais bereiteten Brei (Sterz). Da bei der kombinierten 
Anwendung von Terramycin und Chloramphenicol, wie bereits erwahnt, Be- 
schwerden auftraten, wurden allen drei Personen dieser Gruppe im Laufe des 
2. Versuchstages je 1 g Terramycin* und 0,5 g Streptomycin gegeben. 

D. aB sehr wenig, hatte aber tiglich einen weichen Kot. Am 4. und 5. Tag 
waren, mikroskopisch Hefezellen und grampositive plumpe Stabchen nachweisbar. 
E. hatte einen sehr guten Appetit, aB schnell und kaute schlecht. Am 4. Versuchs- 
tag, der ein Sonntag war, konnte E. der Versuchung nicht widerstehen und ab 
einige Portionen zusatzlich, so daB am 5. Tag eine auBerordentlich groBe Menge 
Kot entleert wurde. Der Kot des 4. Tages enthielt reichlich Hefe. F. neigte zu 
Verstopfung und hatte am 2. Versuchstag keinen Stuhl. Es fallt bei seinen Stiihlen 
ein hoher Gehalt an Trockensubstanz auf. Wahrend bei D. und E. der Kot bereits 
am 3. und 4. Tag einen Hefegeruch hatte, zeigt dies bei F’. erst der Kot des 5. Tages. 


* Die Firma Chemomedica, Wien VII., ZieglerstraBe 31, stellte in 
dankenswerter Weise die Versuchsmengen an Terramycin zur Verfiigung. 
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Diskussion der Ergebnisse 


Wie bereits oben gesagt, waren beim Menschen keine so klaren Er- 
gebnisse wie bei den Ratten zu erwarten. Dennoch beantworten die hier 
beschriebenen Versuche die Frage nach dem Ursprung des Kotfettes sehr 
deutlich, wenn man die jeweiligen Bedingungen beriicksichtigt. Zunaichst 
zeigen die Ergebnisse der Untersuchung des Kotes bei A., welcher keine 
Antibiotica bekam, daB der Gehalt des Kotes an héheren Fettsiuren 
pro Tag unter geordneten Bedingungen relativ konstant ist. Bei allen 
vier anderen Versuchspersonen kommt es nach der Behandlung mit 
Terramycin zu einem starken Absinken des Kotgehaltes an héheren 
Fettsduren. 

Eindeutig sind die Ergebnisse bei B. Unter der massiven Behandlung 
mit Terramycin und Chloramphenicol sinkt am 7. Versuchstag der Gehalt 
des Tageskotes auf 0,75 Milliiquivalente oder auf 0,03 Milliiquivalente 
pro Gramm Trockenkot. Der Stuhl an diesem Tag war fast geruchlos 
und entsprach der Tagesmenge, da die letzte Defaecation am vorher- 
gehenden Tag morgens stattfand. So sank also die ,,Tagesausscheidung‘‘ 
an Fettsiuren auf rund 25°/, und die Milliiquivalente pro Gramm 
Trockenkot auf etwa 17°/, der Werte des 3. Versuchstages. Mikroskopisch 
konnten in diesem Stuhl Pilze und Hefe festgestellt werden. 

Fast genau so klar waren die Erfolge bei E. Beim Vergleich des 2. 
und 4. Versuchstages sieht man, daB der Gehalt des Kotes an Fettsiuren 
pro Tag und pro Gramm Trockengewicht unter dem EinfluB von Terra- 
mycin und Streptomycin auf etwa ein Sechstel zuriickgegangen ist. Die 
Daten des 5. Tages sind in diesem Zusammenhang nicht direkt verwert- 
bar, da eine auBerordentlich hohe Kotmenge ausgeschieden wurde. Alle 
bisher durch andere Forscher unternommenen Versuche haben ergeben, 
daB bei hohem Schlackengehalt der Nahrung und daher bei groBen Kot- 
mengen der Fettsiuregehalt des Kotes steigt. In diesem Falle blieb dies 
anscheinend unter dem Einflu8 der Antibiotica aus. 

Auch bei dem wenig essenden D. sieht man eine deutliche Abnahme 
der Kotfettmenge. Nimmt man den Durchschnitt der taglich ausge- 
schiedenen Fettsiiuremenge des 3. bis 5. Tages (0,66 Milliaquivalente) 
und vergleicht diese mit dem Fettsiuregehalt des 2. Versuchstages (3,0 
Milliéquivalente), so ist auch hier eine Abnahme auf ein Fiinftel fest- 
zustellen. 

Bei F., der den héchsten Trockengehalt des Kotes hatte und zur 
Verstopfung neigte, ist dies auch aus dem Verlauf der ,,Fettsdureaus- 

scheidung“ sichtbar. Erst am 5. Tag wird ein Kot entleert, der etwas 
nach Hefe roch. An diesem Tage findet man auch eine Abnahme der Fett- 
siuren. Die Abnahme ist jedoch bei weitem nicht so deutlich wie bei 
den anderen Versuchspersonen, was man dadurch erklaren kann, dal 
bei der verlangsamten Darmpassage der Kot linger im Dickdarm ver- 
weilt, so daB die resistenten Mikroorganismen stirker wachsen kénnen, 
15* 
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Zieht man den SchluB aus diesen Untersuchungen, so kann man mit 
groBter Wahrscheinlichkeit annehmen, daf iiber 75°/, der Kotfettsduren 
in engstem Zusammenhang mit der Darmflora stehen, selbst wenn die 
Nahrung normale Mengen an leicht resorbierbarem Fett enthilt. 

Man darf nicht tibersehen, daB meine Versuche eigentlich nur ge- 
zeigt haben, daB der Gehalt des Kotes an Fett in engerem Sinne in erster 
Linie von der Darmflora beeinfluBt wird. Damit wurde noch nicht be- 
wiesen, da8B es sich auch tatsachlich um Bakterienfett handelt. Es konn- 
ten jedoch auch keinerlei Beweise fiir eine Sekretion von Fett in das 
Darmlumen erbracht werden. Obwoh] theoretisch die Méglichkeit be- 
steht, daB die Art der Darmflora eine allfallige Sekretion zu beeinflussen 
vermag, machen es sowohl meine Versuche als auch die nicht in dieser 
Richtung verwerteten Ergebnisse anderer Autoren wahrscheinlicher, 
daB dieses Fett bakteriellen Ursprunges ist. 

Zunachst ist von einer vorherrschenden Ausscheidung gesiattigter 
Fettsauren in den Kot® keine Rede, wie die Untersuchungen von Cook 
und Edwards*?® zeigten, und was auch wir durch orientierende papier- 
chromatographische Untersuchungen feststellen konnten. 

Der von anderen Autoren beobachtete vermehrte Kotfettgehalt 
bei faserreicher Nahrung 14Bt sich dadurch erkliren, daB diese Art von 
Nahrung viel Substanzen enthalt, die der Resorption entgehen und so- 
mit einen guten Nahrboden fiir die Mikroorganismen im Dickdarm bilden. 
Auch die schon 1902 beschriebene Beobachtung, daB bei Erhéhung des 

Kaloriengehaltes der Nahrung von 2500 auf 5500 Kal/Tag ohne Er- 
hdhung des Fettgehaltes der Kotfettgehalt zunahm", laBt sich auf diese 
Art erklaren. Auch der héhere Fettgehalt des Kotes Fettleibiger!* dirfte 
auf die gréBere Nahrungsaufnahme dieser Menschen zuriickzufiihren 
sein. Durch diese Ernaihrungsversuche wird die Art der Darmflora héchst 
wahrscheinlich nicht verdéndert. Wenn es also zu einer erhéhten Fett- 
ausscheidung kommt, so kann dies nur durch ein staérkeres Wachstum 
dieser Darmbakterien verursacht sein. Gegen die angenommene stimu- 
lierende Wirkung des hohen Faserstoffgehaltes der Nahrung auf die 
,.fettsekretion“ in den Darm?’ sprechen auch meine Versuche an Ratten. 

Der hohe Prozentgehalt des Hungerkotes an Fett!‘ ist dadurch leicht 
erklarlich, daB dieser Kot bis zu 50°/) aus Bakterien besteht. Auch bei 
den hier beschriebenen Versuchen finden wir bei der Person F., die zur 
8 L. Gschaedler u. G.Viollier, Helv. physiol. pharmacol. Acta 6, 267 

1948]. 
, py, C. Edwards u. R. P. Cook, Biochem. J. 48, IX [1951]. 

10 R. P. Cook u. D.C. Edwards, Biochem. J. 49, XL [1951]. 

11 W. O. Atwater u. F. G. Benedict, Mem. Nat. Acad. Sci. 8, 231 [1902]; 
zit. nach J. H. Annegers et al., 1. ¢.® 

122 J. Sola Espejo u. G. Waisman, Rev. assoc. argent. dietol. 4, 94 [1946]. 

18 R. P. Cook, Biochemical Society Symposia No.9, Lipid Metabolism, 
Cambridge University Press, 1952, S. 26. 

14 ¥, Miller, Virchow’s Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 181, Suppl. 
108, 64 [1893]. 
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Verstopfung neigt und einen harten Stuhl hat, pro Gramm Trockenkot 
den héchsten Gehalt an Fettsiuren. 

SchlieBlich spricht auch der relativ hohe Gehalt des Kotfettes von 
Ratten an n-Hexadecensiure (17°/,)® dafiir, daB es sich um Bakterienfett 
handelt. Das Rattendepotfett enthalt nur 6—7°/,) an dieser Saure. 

Von einer Bestimmung der Bakterienmenge im Kot sowie von der 
Fettbestimmung bei in vitro geziichteten Mikroorganismen des Kotes 
wurde Abstand genommen, da die Ergebnisse dieser Untersuchungen 
keinerlei Beweiskraft hitten. Wie bei Untersuchungen an der Hefe fest- 
gestellt wurde, hangt ihr Gehalt an Lipid von den Ziichtungsbedingungen 
abl, Demnach kann auch eine kleinere Menge von Darmbakterien mehr 
Fett enthalten, wenn die Bedingungen dazu vorhanden sind. In vitro 
geziichtete Keime brauchen nicht so hohe Fettmengen zu enthalten, 
wie dies beim Wachstum im Darm der Fall ist. 

Auf Grund der durchgefiihrten Untersuchungen und hier wieder- 
gegebenen Uberlegungen mu8 man zur Annahme kommen, daB das 
Kotfett im engeren Sinne (Fettsiuren und ihre Ester), sofern es nicht 
der Nahrung entstammt, zum weitaus gréBten Teil bakteriellen Ur- 
sprunges ist. Ein kleiner Teil mag von den abgeschiirften Mucosazellen 
stammen. Ob auch ein kleiner Teil durch Sekretion, vielleicht erst im 
Dickdarm!*, in den Kot gelangt, miiBte noch mit markiertem Ké6rper- 
fett untersucht werden. 


Mein besonderer Dank gilt Herrn Oberarzt Dr. D. Mayr fiir die tatkraftige 
Unterstiitzung und Herrn Dr. K. Rotter, Leiter der Staatl. Bakteriologisch- 
Serologischen Untersuchungsanstalt, fiir die Durchfiihrung der bakteriologischen 
Untersuchungen. 


Zusammenfassung 


Durch perorale Gaben von Antibioticis gelang es, bei normal er- 
nihrten Menschen den Gehalt des Kotes an héheren Fettsiuren bis auf 
rund 20°/, der Menge vor der Medikation herabzudriicken. Auf Grund 
dieser Versuche und der Ergebnisse anderer Autoren wird der SchluB 
gezogen, daB auch beim Menschen das Kotfett im engeren Sinne, soweit 
es nicht der Nahrung entstammt, zum tiberwiegenden Teil bakteriellen 
Ursprungs ist. 

15 W. Halden, diese Z. 225, 249 [1934]; M.Sobotka, W. Halden u. 
F. Bilger, diese Z. 284, 1 [1935]. 

1980} C. J. Nufiez u. J. A. Bargen, Arch. argent. enferm. apar. digest. 14, 541 
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Zur Kenntnis der Kohlenhydratgruppen der Mucoproteide 
Von 
E. Klenk und H. Faillard 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2, August 1954) 


Vor kurzem! konnte im Submaxillarismucin und in einem von 
Tamm und Horsfall? erstmals dargestellten Harnmucin, dem die 
Eigenschaft eines Virus-Haimagglutination-Hemmstoffes zukommt, das 
Vorkommen von Neuraminsiure nachgewiesen werden. Die offensichtlich 
aus der prosthetischen Gruppe der Mucine herausgespaltene Substanz 
wurde in Form der schon kristallisierten Methoxylverbindung isoliert. 
Die Ausbeute betrug 3,5°% des Submaxillarismucins gegeniiber einem 
kolorimetrisch bestimmten Neuraminsiéuregehalt von 10—11%. Mit 
Hilfe eines chromatographischen Verfahrens unter Verwendung von 
Tonenaustauschern war es nun méglich, aus den Mutterlaugen nochmals 
eine betrachtliche Menge der Methoxylverbindung kristallisiert zu er- 
halten, so daB die Ausbeute auf etwa 60°, der Theorie gesteigert werden 
konnte. 

Bei der Fortfiihrung unserer Untersuchung, die urspriinglich eine 
Klarung der Frage herbeifiihren sollte, in welcher Beziehung die Neu- 
raminsaure zu der Blixschen Sialinsiure* steht, gelang es uns, als par- 
tielles Spaltprodukt des Submaxillarismucins N-Acetyl-neuraminsaure, 
C,,H,,0,,N, zu gewinnen. Die nur in einer Ausbeute von 0,4—0,5% des 
Ausgangsproduktes erhaltene, kristallisierte Substanz, die im Gegensatz 
zur Methoxylverbindung der Neuraminsiure sehr labil ist, enthalt eine 
nach Willstatter-Schudel titrierbare freie Aldehydgruppe. Die Ti- 
tration gibt allerdings etwas zu hohe Werte. Dasselbe trifft aber auch 
fiir das Glucosamin zu. Die Acetylgruppe |a8t sich mit methanolischer 
Salzsiure (105° im Bombenrohr) abspalten, wobei man die obige Meth- 
oxylverbindung der Neuraminsiaure erhailt. 

Die gewonnene Neuraminsaureverbindung gleicht in ihren Eigen- 
schaften weitgehend der Blixschen Sialinsiure. Sie unterscheidet sich 
aber von ihr vor allem durch das Fehlen einer zweiten Acetylgruppe im 
Molekiil. Jedoch ist die Substanz mdéglicherweise identisch mit der 
Lactaminsiure, welche Kuhn und Brossmer‘ vor kurzem aus dem 
Mucin von Kuh-colostrum in Form der Methoxylverbindung isoliert 
haben. 








1 KE. Klenk u. K. Lauenstein, diese Z. 291, 147 [1952]. 

2 1. G. Tamm u. F. L. Horsfall jr., Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 108 [1950]. 
3 G. Blix, L. Svennerholm u. I. Werner, Acta chem. scand. 6, 358 [1952]. 
4 R. Kuhn u. R. Brossmer, Chem. Ber. 87, 123 [1954]. 
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Nach einer vor allem von Burnet und seiner Schule® entwickelten 
Auffassung, sind in die Oberfliche mancher Zellarten Mucoproteide ein- 
gebaut. Diese Mucoproteide enthalten einen Receptor, durch welchen 
das Influenzavirus und wahrscheinlich auch andere Viren an der Ober- 
flache der infizierbaren Zellen fixiert werden. Gottschalk®, ein Mit- 
arbeiter von Burnet, spricht neuerdings den Receptor als Pyrrol-a- 
carbonsadure oder einen diese Séiure als wesentliche Komponente ent- 
haltenden kohlenhydratartigen Komplex an. Schon friiher wurde von 
uns! auf die Méglichkeit hingewiesen, daB die Neuraminsaure oder ein 
Derivat derselben mit dem Receptor identisch ist. Wir konnten nun 
feststellen, daB unsere Acetyl-neuraminséure, ebenso wie der aus dem 
Mucin durch das Influenzavirus-Enzym abgespaltene Gottschalksche 
Receptor, mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens in der Kalte nur 
langsam, beim Erwiarmen dagegen sehr stark reagiert. Noch langsamer 
reagiert die Methoxylverbindung der Neuraminsiure. Die Rotfirbung 
tritt hier erst beim Erhitzen auf. 

AuBerdem entsteht aus der Acetylverbindung durch Alkalieinwir- 
kung Pyrrol-«-carbonsiure, welche Gottschalk’ auf ahnliche Weise 
aus Rinder-Submaxillarismucin gewinnen konnte. Die fiir die Pyrrol-a- 
carbonsiure charakteristische Absorptionsbande im Ultraviolett tritt 
erst im Verlaufe der Alkalieinwirkung auf. Die Acetylverbindung selbst 
zeigt keinerlei Absorption im Ultraviolett. Sie kann demnach auch nicht 
als ein Derivat der Pyrrol-«-carbonsaure aufgefaBt werden. Die letztere 
diirfte vielmehr erst sekundar durch Cyclisierung unter Wasserabspal- 
tung unter dem EinfluB des Alkalis aus der Acetyl-neuraminsaure ent- 
standen sein. 

Die Methoxylverbindung ist demgegeniiber durchaus alkalibestin- 
dig. Andererseits ist nach unseren Befunden die Acetylverbindung merk- 
lich weniger saéureempfindlich als die Methoxylverbindung. Aus der 
letzteren entsteht beim Erhitzen mit 0,1-n.HCl fiir die Dauer von 5 Min. 
auf 80° in sehr verdiinnter Lésung (0,02-proz.) eine Substanz mit einem 
Absorptionsmaximum von 274 mu, wihrend aus der Acetylverbindung 
dieses Zersetzungsprodukt, wenn iiberhaupt, so doch nur in sehr viel 
kleineren Mengen gebildet wird. 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung von Methoxy-neuraminsaure aus den bei der Darstellung 
dieser Substanz aus Submaxilllarismucin anfallenden Mutterlaugen 


Als Ausgangsmaterial dicnten die gefriergetrockneten Mutterlaugen, die bei 
der Kristallisation der aus Submaxillarismucin nach Klenk und Lauenstein! 
dargestellten Methoxylverbindung der Neuraminsaure anfielen, und aus denen auf 
dem iiblichen Wege keine kristallisierte Methoxy-neuraminsdure mehr zu erhalten 
war. Es handelt sich hierbei um eine hellbraune Sustanz mit einem Neuramin- 


5 M. Burnet, Angew. Chem. 66, 417 [1954]. 
6 A. Gottschalk, Nature [London] 172, 808 [1953]. 
7 A. Gottschalk, Yale J. Biol. Med. 26, 352 [1954]. 
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siuregehalt von 20%, die in einer Menge von 1,3 g, ausgehend von 6 g Submaxil- 
larismucin, anfallt. Sie enthalt auBerdem noch 3—4° Aminozucker und mehrere 
nicht naher definierte stickstoffreiche Substanzen. 

Die Darstellung von reiner Methoxy-neuraminsiure erfolgte aus diesen 
Substanzen durch Fraktionierung iiber Anionenaustauscher-Saiulen in Anlehnung 
an die Vorschriften von Partridge und Brimley® sowie auch von Hirs, Moore 
und Stein® zur Trennung von Aminosiuren. 

Die Vorbereitung der Anionenaustauscher-Siule geschah folgendermaBen: 
20 g Lewatit MIB wurden in einem Porzellanmérser mit rauher Oberflaiche fein 
pulverisiert, durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 0,40 mm gegeben, und dic 
mit durch das Sieb gehenden feineren Harzteilchen durch Aufriihren in Wasser 
und mehrfaches Abdekantieren abgeschlammt, da sie sonst die Saiule verstopfen . 
Nachdem man das Harz iiber Nacht unter Wasser quellen lieB, wurde es luft- 
blasenfrei in eine Siule von 12mm (Q% gepackt und dann mit 50 ccm 2-n. HCl 
gewaschen. Nach Auswaschen mit Wasser bis zu einer nur noch ganz schwachen 
Cl- -Reaktion des Eluates wurde mit 10-proz. waiir. Natronlauge solange auf- 
geladen, bis das Filtrat stark alkalische Reaktion zeigte. Dann wurde die Saule 
mit Wasser ausgewaschen, bis das Eluat gegen Phenolphthalein neutral reagierte, 
wozu etwa 1,5—21 Wasser bendtigt wurden. 

7,5 g der gefriergetrockneten Mutterlaugen wurden in’ etwa 50 ccm aqua 
dest. gelést und die tiefbraune Lésung auf die Siule gegeben. Wir lieBen die Lésung 
soweit wie méglich in das Harzbett einlaufen und eluierten dann mit Wasser. Das 
Eluat wurde in Fraktionen von 50 ccm aufgefangen und in jeder Fraktion nach 
Klenk und Langerbeins!® der Neuraminsiuregehalt bestimmt. Die ersten 
beiden Fraktionen waren stark braun gefarbt und ergaben, bezogen auf die Trocken- 
substanz, die nach der Gefriertrocknung der einzelnen Fraktionen erhalten wird, 
1,45 bzw. 1,55 g mit einem Neuraminséuregehalt von 2% bzw. 12%. Die dritte 
Fraktion war nur noch ganz schwach gelb gefarbt und ergab nach Gefriertrocknung 
540 mg mit einem Neuraminsauregehalt von 64%. Die Fraktionen 4—10 ergaben 
insgesamt 915 mg rein weiBe Trockensubstanz mit einem Neuraminsauregehalt 
von 92% (Frakt. 4) bzw. 110—115% (Frakt. 5—10). Frakt. 11 enthielt nur noch 
weniger als 1 mg Trockensubstanz. 

Die Trockensubstanzen der Frakt.4—10 wurden vereinigt und in etwa 
3—4 ccm Wasser warm gelést. Dann wurde mit der 3fachen Menge warmen Atha- 
nols versetzt und bis zum Erkalten auf Zimmertemperatur mit einem Glasstabe 
angerieben. Nach kurzer Zeit begann die Methoxylverbindung der Neuraminsaure 
auszukristallisieren. Die Kristallisation wurde vervollstandigt durch Stehenlassen 
iiber Nacht im Kiihlschrank, worauf der Kristallbrei abgesaugt, mit kaltem absol. 
Athanol gewaschen und im Vak. iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. Ausb. 
450 mg. 

Aus der Mutterlauge konnte durch Zusatz von etwas Ather eine zweite Kri- 
stallisation erhalten werden. Ausb. 185 mg. 

In der gleichen Weise wurden auch die 540 mg der Fraktion 3.mit einem 
Neuraminsauregehalt von 64% aufgearbeitet. Sie ergaben 150 mg reiner kristalli- 
sierter Methoxylverbindung. 

Somit betragt die Gesamt-Ausbeute an kristallisierter Substanz aus 7,5 g 
gefriergetrockneter Mutterlaugen 785 mg; das bedeutet, daB etwas mehr als 50% 
der in diesen Mutterlaugen noch enthalten gewesenen Methoxy-neuraminsaure auf 
diese Weise isoliert werden konnte. 

Die aus Alkohol-Wasser kristallisierte Substanz lie8 sich nunmehr leicht aus 
wenig Wasser umkristallisieren, wobei sie in groBen, stellenweise zu Drusen ver- 
einigten Kristallen erschien. 


8 §.M. Partridge u. R.C. Brimley, Biochem. J. 51, 628 [1952]. 

® C.H. W. Hirs, S.Moore u. W.H. Stein, J. biol. Chemistry 195, 669 
[1952]. 
10 E. Klenk u. H. Langerbeins, diese Z. 270, 185 [1941]. 
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Darstellung von Acetyl-neuraminsaure 


Als Ausgangsmaterial diente ein nach Klenk und Lauenstein! in An- 
lehnung an die Angaben von Hamarsten-Blix"™ aus Rinder-Submaxillardriisen 
dargestelltes Submaxillarismucin. 40g dieses Mucins wurden nach Blix! mit 
400 ccm aqua dest. 2 Stdn. unter Riickflu8 auf einem Olbad von 110—115° bei 
gleichzeitiger Stickstoffeinleitung gekocht. Nach Abkiihlen wurde nun, abweichend 
von der Blixschen Vorschrift, zur Darstellung seiner disaccharidartigen Ver- 
bindung der waBrige Mucinbrei in einen Dialysierschlauch eingefiillt und 4mal je 
24 Stdn. gegen etwa 4/ Wasser dialysiert. Die im Kiihlschrank aufbewahrten 
Dialysate (insgesamt 15—16 1) wurden zuniachst von einer geringen Triibung durch 
Filtrieren tiber Kieselgur befreit und dann bei einer Temperatur, die nicht tiber 
30° anstieg, in einem Vakuumumlaufverdampfer bis auf ein Volumen von etwa 
200 cem eingeengt. Die nunmehr stark rétlich tingierte Lésung lieB sich durch 
Behandeln mit Tierkohle und erneutes Filtrieren iiber Kieselgur nicht entfarben. 
Lediglich die Intensitét der Farbung konnte hierbei etwas abgeschwacht werden. 
Nunmehr wurde diese Lisung in gefrorenem Zustand mittels eines Vak.-Gefrier- 
trockenapparates zur Trockne gebracht, im Vak.-Exsiccator iiber Schwefelséure 
nachgetrocknet und anschlieBend fein pulverisiert. Wir erhielten hierbei 5—6 g 
eines rétlich gefarbten, stark hygroskopischen Pulvers mit einem Neuraminsiure- 
gehalt von 70—75% (bestimmt nach Klenk und Langerbeins’®). 

Die weitere Reinigung dieses Rohproduktes erfolgte itiber Anionenaustauscher- 
Saulen. Vorbereitung der Séule unter Verwendung von Lewatit MIB, wie oben 
bei der Darstellung der Methoxylverbindung der Neuraminsaure beschrieben. 

3g des die Acetyl-neuraminsiure enthaltenden Dialysenproduktes wurden 
in 10 cem Wasser gelést (dunkel rot-braune Lésung) und auf die Saule gegeben. 
Die Saéule wurde alsdann mit Wasser solange gewaschen, bis ein Tropfen des 
Eluates auf Papier beim Bespriihen mit Ninhydrinlésung und Erhitzen auf 105° 
keine Farbung mehr zeigte (die Ninhydrin-Farbreaktion ist in den ersten 50 com 
des Eluates sehr stark, nach Abnahme von insgesamt 80—100 ccm aber schon 
negativ). Dann wurde mit n/4-walr. HCl eluiert, wobei zunichst etwa 50 ccm 
Cl--freies Eluat ablief, das gesondert aufgefangen wurde. Nach Abnahme von 
100 cem des nunmehr salzsauer ablaufenden Eluates, gaben wir noch 100 ccm 
n/2-HCl auf die Saule, von denen die letzten 20 ccm nach Durchlauf durch die 
Saule keine Farbreaktion mit Bials Reagens mehr zeigten. 

Kinzelne Proben der salzsauren Eluate ergaben nach Neutralisation keine 
Farbreaktion mit Ninhydrin. 

Die Menge der mit Wasser eluierten Substanzen (nach Gefriertrocknung) 
betrug 1,2g. Im Papierchromatogramm (Butanol-EHisessig-Wasser 4:1:5, an- 
gefarbt mit Ninhydrin) zeigten sich 3 gut voneinander getrennte Substanzen mit 
den Ry-Werten von 0,81; 0,89 und 0,94. Bei der Papierelektrophorese dieser 
Substanzen mittels n/20-Acetatpuffer vom py 3,9 zeigten sich bei einem Strom- 
durchgang von 10 mA nach Einfarben mit Ninhydrin 3 ziemlich gut voneinander 
getrennte Streifen, von denen einer neutral, einer schwach anodisch und der dritte 
etwas starker anodisch liefen. 10mg Substanz, in 1 com Wasser gelést, ergaben keine 
Farbreaktion mit Bials Reagens. Es muB sich demnach wohl bei den mit Wasser 
eluierten Substanzen um neutrale und basische Aminosaduren handeln. 

Das nach Zugabe von Salzsiure noch C]--freie Eluat wurde zur Beseitigung 
einer geringen Triibung mit wenig A-Kohle versetzt und iiber Kieselgur filtriert, 
wobei auch eine ganz geringe Gelbfarbung verschwand. Sofort anschlieBend wurde 
es unter Anwendung eines Vak.-Gefriertrockenapparates in gefrorenem Zustand 
zur Trockene gebracht (die waBrige Lésung verfarbt sich schon nach kurzem Ver- 
weilen bei Zimmertemperatur rétlich). Nach der Gefriertrocknung wurden 305 mg 
einer fast rein weifSen, nur noch ganz schwach hygroskopischen, sehr leichten 
Substanz erhalten. 

Die Cl-Ionen-haltigen Eluate, von denen das erste noch eine kraftige Bialsche 
Reaktion ergab, wurden zur Entfernung der Cl-Ionen mit frischgefalltem Ag,O 


11 G. Blix, diese Z. 240, 43 [1936]. 
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ausgeschiittelt, vom ausgefallenen AgCl iiber etwas Kieselgur abgesaugt und zur 
Entfernung der noch vorhandenen geringen Mengen Ag-Ionen iiber eine Kationen- 
Austausehersiule, bestehend aus 15 g feinpulverisierten Lewatits CNO, gegeben. 
AnschlieBend wurde nach Filtrieren tiber Kohle-Kieselgur 1:1 im Vak.-Gefrier- 
trockenapparat zur Trockne gebracht, wobei nochmals 105 mg eines ebenfalls 
fast rein weiBen Pulvers zuriickblieben. 

Die auf diese Weise gewonnenen Trockensubstanzen wurden zunichst im 
Vak.-Exsiccator iiber Schwefelsiure nachgetrocknet. Zur Analyse trockneten wir 
noch in einer Trockenpistole in Gegenwart von P,O, bei 56° im Hochvakuum. 

2,187 (3,538) mg: 0,85 (1,38) ccm n/100-HC] (Gesamt-N nach Kjeldahl) — 
7,269 (7,269) mg: 0,03 (0,035) com N, bei 758/24° (NH,-N nach van Slyke). — 
9,983 (8,480) mg: 0,53 (0,48) com ”/20 NaOH (Acetylbestimmung nach Freuden- 
berg in der von Bredereck!” modifizierten Form). gef.: N 5,44 (5,47)%; NH,-N 
0,46 (0,54)%; CH,CO 11,45 (12,15)%. 

Die Substanz gibt mit Ninhydrin nach genauer Neutralisation nur eine ganz 
schwache Farbreaktion. Die Trommersche Probe ist stark positiv. Bei der Zucker- 
bestimmung nach Somogyi'* ergibt sich eine Reduktionswirkung, die jedoch nur 
14,2% des Reduktionswertes der Galaktose entspricht (2,722 mg: 2,725 cem 
n/200-KJO,, entspr. 0,387 mg Galaktose). Bei der Neuraminsaéurebestimmung nach 
Klenk und Langerbeins!® ergaben sich Werte, die mit denen der Methoxy- 
neuraminsdure weitgehend iibereinstimmten. 

Zur weiteren Reinigung wurde die Substanz aus Methanol umkristalliert. Zu 
diesem Zwecke lésten wir 200 mg in 10 ccm siedend heifem absol. Methanol und 
trennten eine kleine Menge (15 mg) nicht geléster Substanz durch Filtrieren iiber 
wenig Kieselgur ab. Nach Zufiigen von 2 Tropfen Petrolither (Sdp. 28—45°) 
begannen nach 3-tagigem Stehenlassen im Kiihlschrank bei 0 bis + 2° unter 
haufigem Anreiben sich die ersten mikroskopisch feinen Kristalle in Form von 
biischelf6rmig angeordneten feinsten doppelt-brechenden Nadelchen abzuscheiden. 
Nach 10 Tagen wurde vom Auskristallisierten abgesaugt, mit wenig Methanol 
von 0° gewaschen und im Vak. iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausb. 83 mg. 

Aus der Mutterlauge war nach weiterer Zugabe von Petrolither (Sdp. 28 bis 
45°) bis zur Sattigung des Methanols nach 14tagigem Aufbewahren im Kihlschrank 
eine weitere kleine Menge (11 mg) kristallisierter Substanz zu erhalten. Die Mutter- 
lauge dieser Kristallisation hatte inzwischen eine stark rétlich-gelbe Farbung an- 
genommen, so daB nach Abdampfen des Lésungsmittels nur noch eine rot-braune 
schmierige Substanz zu erhalten war. 

Die Gesamt-Ausbeute an krist. Substanz betrigt also 94 mg, das sind 3,1% 
des Rohproduktes bzw. 0,42 des Submaxillarismucins. 

Zur Analyse wurde die krist. Substanz im Hochvak. bei 56° iiber P,O, ge- 
trocknet. 

4,927 mg: 7,305 mg CO,, 2,670 mg H,O u. 0,202 mg Rekst. — 2,398 (2,404) mg: 
0,71 (0,70) cem n/100-HCl. — 9,307 mg: 0,53 com 7/20-NaOH, entspr. 1,14 mg 
CH,CO. 

Cy.H,,0;.N Ber. C 42,48 H6,23 N 4,13 CH,CO 12,70 

Gef. C 42,17* H 6,32 N 4,14 (4,07) CH,CO 12,25 


Rein weiBe Substanz, die noch nicht véllig aschefrei ist. Die Trommersche Probe 
ist wieder positiv (Reduktionswert nach Somogyi'*: 16,1%, als Galaktose be- 
rechnet), die Ninhydrinreaktion negativ. Sie gibt die Bialsche Reaktion mit roter 
Farbe. Bei der Neuraminséurebestimmung nach Klenk und Langerbeins!® 
liegen die H-Werte etwa 5% hoher als bei der gleichen Menge der Methoxylver- 
bindung. Mit dem Ehrlichschen Aldehydreagens tritt ohne vorherige Alkali- 
behandlung bereits in der Kalte nach etwa 2 Min. Rotfarbung auf, die bei langerem 
Stehenlassen oder beim Erwarmen sehr intensiv wird. Unter den gleichen Bedin- 


122 H. Bredereck, Z. angew. Chem. 45, 241 [1932]. 
138 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 117, 771 [1937]. 
* fiir aschefreie Substanz. 
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gungen gibt die Methoxylverbindung der Neuraminsiaure- diese Reaktion in der 
Kalte auch nach 24-stdg. Stehenlassen nicht, sondern erst beim Erhitzen im 
siedenden Wasserbad. 

Die Substanz ist nicht véllig methoxylfrei (Methoxylgehalt 1,74 (1,68)%). 
Das Methoxyl diirfte beim Auflésen in Methanol eingetreten sein. Bei der Aldose- 
Titration nach Willstatter-Schudel' wird etwas mehr Jod verbraucht als 
einer Aldehydgruppe im Molekiil entspricht (3,550(4,689) mg: 0,317(0,416) ccm 
n/10-NaJO nach 20 Minuten. Bei Vorhandensein von einer Aldehydgruppe (Mol.- 
Gew. 329,23) miiBten theoret. 0,209 (0,276) cem verbraucht werden). Bei der ent- 
sprechenden Bestimmung mit Glucosamin-hydrochlorid wurde ebenfalls das 
U'/,-fache der theoret. berechneten Menge Jod verbraucht. Auch Acetylglucosamin 
soll nach Weissmann und Mitarbb." bei dieser Titration sehr veranderliche Werte 


ergeben. 
Die Susbtanz ist linksdrehend. 12,706 mg gelést zu 0,4941 g H,O; ¢ = 2,572; 
bei 20° im 1-dm-Rohr; « = — 0,815°. 


[x], = — 31,7°. 


Dic Ablesung erfolgte unmittelt ar nach der Herstellung der Lésung. Wie bei einem 
noch nicht ganz reinen Praparate festgestellt wurde, nimmt der Drehwert der 
Lésung beim Stehenlassen zu. Infolge der eintretenden Verfarbung der Lésung ist 
aber eine genaue Ablesung des Drehwertes nach Einstellung des Gleichgewichtes 
nicht mehr méglich. 

Die Acetyl-neuraminsaéure wandert auf Papier Schleicher & Schiill 2043b in 
Butanol-Eisessig: Wasser 4:1:5 aufsteigend mit einem Ry-Wert von 0,27. Sichtbar 
gemacht wurde sie durch Bespriihen des Papiers mit einem nach Edward und 
Waldron'® modifizierten Ehrlichschen Reagens, bestehend aus 4 Vol. 1-proz. 
athanolischer Lésung von p-Dimethylamino-benzaldehyd und 1 Vol. konz. Salzsiure 
und anschlieBendem Erhitzen fiir 1 Min. auf 90°. LaBt man die zur Chromato- 
graphie benutzte waBrige Lésung einige Zeit bei Zimmertemperatur stehen, so 
verfarbt sie sich rétlich und die Substanz ergibt dann im Chromatogramm mehrere 
durch Schwinze miteinander verbundene Flecke, deren erster bei einem Ry von 
0,26 und deren héchster bei einem Ry von 0,62 liegen. 


Verhalten der Acetyl-neuraminsdure gegen Alkali 


10 mg der aus Methanol umkristallisierten Acetvl-neuraminsdure wurden mit 
0,5 cem 40-proz. NaOH 2 Stdn. auf 100° erhitzt und auf 250 ccm verdiinnt. Von 
dieser Lésung wurde dann das UV-Spektrum aufgenommen (Abb. 1, Kurve 1), 
wobei ein starkes Absorptionsmaximum bei 262 my festzustellen war. Nach Neu- 
tralisieren mit Salzsiure stieg der spezif. H-Wert im Maximum noch um 20 [E] 
an, wobei sich das Maximum von 262 nach 264 my verschob (Abb. 1, Kurve 2). 
Bei einer Vergleichsmessung mit synthetischer Pyrrol-x-carbonsiure (Abb. 2, 
Kurve 1) konnten wir auBer einem Absorptionsmaximum bei 226 my ebenfalls 
ein Maximum bei 262 my feststellen, dessen spezif. H-Wert allerdings viel héher 
liegt und nach Ansduern mit Salzsiure (Abb. 2, Kurve 2) ebenfalls unter Ver- 
schiebung nach einer gréBeren Wellenlange ansteigt. Auf die gleiche Weise mit 
Alkali behandelte Methoxylverbindung der Neuraminsiure (Abb. 3, Kurve 1) 
zeigte im Spektrum keine Veranderung gegeniiber der unbehandelten Substanz 
(Abb. 3, Kurve 2). Selbst eine mit 0,l-n.HCl 5 Min. auf 80° erhitzte Methoxy- 
neuraminséure ergibt nach Entsalzen und anschlieBendem 2-stdg. Erbitzen mit 
40-proz. NaOH auf 100° keine nennenswerte Verinderung der Absorptionskurve 
(Abb. 3, Kurve 3) gegeniiber der unbehandelten Substanz (Abb. 3, Kurve 2). 
MR. Willstatter u. G. Schudel, Ber. dtsch. chem. Ges. 51, 780 [1918]. 

16 B. Weissmann, K. Meyer, P. Sampson u. A. Linker, J. biol. Chem- 
istry 208, 417 [1954]. 

16 J.T. Edward u. D.M. Waldron, J. chem. Soc. [London] 1952, 3631. 
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Die mit Alkali behandelte Substanz gibt genau wie Pyrrol-x-carbonsaure 
nach Zugabe von Ehrlichs Reagens spontan eine intensive rot-violett-Farbung. 
Auf Papier Schleicher & Schiill 2043b, absteigend in Butanol-Eisessig-Wasser 
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Abb. 1. UV-Spektren. Kurve 1: Acetyl-neuraminsiure mit 40-proz. NaOH 2 Stdn. 
auf 100° erhitzt. Kurve 2: Acetyl-neuraminsiure mit 40-proz. NaOH 2 Stdn. auf 
100° ‘erhitzt, nach Neutralisieren mit Salzsaure. 
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Abb. 2. UV-Spektren. Kurve 1: Pyrrol-«-carbonsiaure. 
Kurve 2: Pyrrol-x-carbonséure nach Ansiuern mit Salzsaure. 


4:1: 5, angefarbt mit dem nach Edward und Waldron" modifizierten Ehrlich- 
schen Reagens, wandert das Reaktionsprodukt mit einem Ry-Wert von 0,88 auf 
der Hohe der Pyrrol-a-carbonsiure (Ry 0,91). Die Flecke beider Substanzen er- 


scheinen mit dunkelblauer Farbe auf dem Papier. 
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Abb. 3. UV-Spektren. Kurve 1: Methoxylverbindung der Neuraminsaiure mit 

40-proz. NaOH 2 Stdn. auf 100° erhitzt. Kurve 2: Methoxylverbindung der Neu- 

raminsaéure (nicht mit Alkali behandelt). Kurve 3: Methoxylverbindung der Neu- 

raminsaure mit 0,1-n. HCl 5 Min. auf 80° erhitzt, entsalzt und mit 40-proz. NaOH 
2 Stdn. auf 100° erhitzt. 


Verbalten der Acetyl-neuraminsaure gegen Mineralsiure 


5 mg der aus Methanol kristallisierten Acetyl-neuraminséure wurden mit 
25 cem 0,1-n HC] 5 Min. auf 80° erhitzt. Die Salzsaure wurde durch Ausschiitteln 
mit Silberoxyd und die dann noch in Lésung befindlichen Silber-Ionen tiber eine 
Saule aus Lewatit CNO entfernt. Die Lésung wurde durch Gefriertrocknung auf 
ein kleines Volumen eingeengt und wieder auf 25ccm aufgefiillt. Von dieser Lésung 
wurde ein UV-Spektrum aufgenommen (Abb. 4, Kurve 1), das gegeniiber der nicht 
mit;Salzsiure behandelten Acetyl-neuraminsiure (Abb. 4, Kurve 2) eine geringe 





"all | A 
EL / 
oe ae 
1 Nee] \ 
We Tt, i 


ro] Ses Se 
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 428 ta 460 















































Abb. 4. UV-Spektren. Kurve 1: Acetyl-neuraminsiure mit 0,l-n. HCl 5 Min. auf 
80° erhitzt, nach Entfernung der Salzsiure. Kurve 2: Acetyl-neuraminsaure (nicht 
mit HCl behandelt). Kurve 3: Methoxylverbindung der Neuraminsaure mit 0,1-n. 


HCI 5 Min. auf 80° erhitzt, nach Entfernung der Salzsaure. 
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Anhebung der Absorptionskurve und ein schwaches Maximun bei 279 mu ergab. 
Eine Abscheidung von Huminsubstanzen war unter diesen Bedingungen beim 
Erhitzen mit Salzséiure nicht zu beobachten. Dem gegeniiber ergab.sich bei der 
auf die gleiche Weise behandelten Methoxylverbindung der Neuraminsaure (Abb. 4, 
Kurve 3) ein weit starkeres Absorptionsmaximum bei 274 mu. Hierbei ist auch die 
Abscheidung einer kleinen Menge Huminsubstanzen festzustellen. 


Umwandlung von Acetyl-neuraminsiure in die Methoxylverbindung 
der Neuraminsaure 

100 mg der nicht umkristallisierten Acetyl-neuraminsiure wurden in 2 cem 
5-proz. methanolischer Salzsiure gelést und im Bombenrohr 3 Stdn. auf 105° 
erhitzt. Nach der Reaktion sah der Rohrinhalt dunkelgelb gefarbt aus, wobei keine 
Abscheidung von Huminsubstanzen zu beobachten war. Die Aufarbeitung erfolgte 
nun nach der von Klenk und Lauenstein' fiir Methoxy-neuraminsaure an- 
gegebenen Vorschrift. Da die Bariumsalze der Methoxy-neuraminsaure bei der 
Fallung mit Aceton aus der methanol. Lésung rein wei waren, ertibrigte sich nach 
Abtrennung der Barium-Ionen eine erneute Behandlung der Saéure mit Baryt. Nach 
Entfernung der Essigsiure sowie der noch in Lésung befindlichen Kationen wurde 
die waBr. Lésung in gefrorenem Zustand zur Trockne gebracht. Der Trockenriick- 
stand wurde in einem Reagenzglas in 0,5 ccm Wasser warm geldst und, 5 cem 
ebenfalls warmen Athanols hinzugefiigt. Unter standigem Anreiben bis zum Ab- 
kiihlen auf Zimmertemperatur trat langsam eine Kristallisation ein. Sie wurde ver- 
vollistandigt durch Stehenlassen iiber Nacht im Kiihlschrank. Nach Absaugen der 
feinen Kristalle erhielten wir durch Zufiigen von wenig Ather zur Mutterlauge 
noch eine zweite Kristallisation (8 mg). Gesamt-Ausbeute an krist. Substanz 64 mg. 

Zur Analyse wurde die noch einmal aus wenig Wasser umkrist. Substanz im 
Hochvak. bei 56° in Gegenwart von P.O; getrocknet. 

4,354 mg: 6,745 mg CO,, 2,660 mg H,O. — 3,669 (5,302) mg: 1,18 (1,69) ccm 
n/100-HCI. — 8,144 (8,144) mg: 0,325 (0,33) eem N, (757 mmHg, 24°). 
C,,H.,0,N Ber. C 42,44 H6,80 N 4,50 NH,-N 4,50 

Gef. C 42,26 H6,84 N 4,51; 4,47 NH,-N 4,44; 4,51 
Spezif. Drehung: 21,720 mg gelést zu 0,7953 g H,O; c = 2,731; bei 20° im 1-dm- 
Rohr. « = — 1,48°, [a]? = — 54,4°. 
Der Drehwert stimmt mit dem von Klenk und Lauenstein! ftir Methoxy- 
neuraminsaéure angegebenen Wert iiberein. 

Die Substanz wandert in Butanol-EKisessig-Wasser 4: 1:5 absteigend, dar- 
gestellt durch Einspriihen mit einer Lésung von 0,1° Ninhydrin in wassergesattig- 
tem Butanol, mit einem Ry-Wert von 0,079 genau auf gleicher Héhe mit Methoxy- 
neuraminsdure (Ry 0,084). Bei der Acetylbestimmung nach Bredereck™ wird 
keine Essigsiure abgespalten. 

Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Fonds der Chemie unterstiitzt. 


Zusammenfassung 

Die Ausbeute an kristailisierter Methoxy-neuraminsaure aus Sub- 
maxillarismucin lieB sich durch Aufarbeitung der Kristallisations- 
Mutterlaugen unter Anwendung einer chromatographischen Methode 
auf etwa 60%, des in dem Mucin kolorimetrisch bestimmten Neuramin- 
siuregehaltes steigern. 

Aus dem Mucin konnte als leicht abspaltbare kohlenhydratartige 
Komponente N-Acetyl-neuraminséure in kristallisierter Form erhalten 
werden. Im Gegensatz zur Methoxy-neuraminsiéure entsteht aus der 
Acetylverbindung durch Alkalieinwirkung Pyrrol-«-carbonsaure. 
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Jsolierung des kristallinen Hauptanteils aus Seidenfibroin 


Vorlaufige Mitteilung 
von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Otto Zeiss 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt-Leitz 





(Der Schriftleitung zugegangen am 7, August 1954) 


Seide wurde durch Einwirkung von Papain bis zur Gewichts- 
konstanz, entsprechend einer Gewichtsabnahme von etwa 20%, ent- 
bastet, ohne daB dabei, nach Viskosititsmessungen zu schlieBen, ein 
Abbau des Fibroins erfolgte. Das Fibroin wurde in 50-proz. Lithium- 
rhodanid gelést und die Lésung durch Dialyse wieder entsalzt; auch 
hierbei war, den Viskositits-, Endgruppen- und Aminostickstoffbestim- 
mungen zufolge, kein hydrolytischer Abbau zu beobachten. Die salz- 
freie, opaleszierende und hochviskose dialysierte Losung, aus der das 
Fibroin infolge Ubersittigung sich schon beim Schiitteln abschied, 
wurde der erschépfenden Einwirkung von krist. Chymotrypsin unter- 
worfen. 

Die Einwirkung des Chymotrypsins fiihrte zur Abscheidung eines 
unléslichen, kristallinen Spaltprodukts in einer Ausbeute von 60%, 
welches nur aus den vier Aminoséuren Glykokoll, Alanin, Serin und 
Tyrosin! bestebt. Die molekulare Beteiligung dieser Bausteine, nach 
Stein und Moore? analysiert, entspricht einem Verhaltnis von 1 Ty- 
rosin : 1 Alanin : 2 Serin : 3 Glykokoll; nach dem Verfahren von Sanger 
bestimmt, enthalt die Substanz amino-endstindig Glykokoll. Mit Pep- 
sin, Trypsin, Chymotrypsin und den Exopeptidasen ist keine Hydrolyse 
zu beobachten, durch Papain wird die Substanz dagegen leicht zerlegt, 
wenn sie in Lithiumrhodanid gelést vorliegt, nicht dagegen in waBriger 
Suspension ; anscheinend ist die Lésung in Lithiumrhodanid mit einem 
Dissoziationsvorgang verbunden, der die Angreifbarkeit durch Papain 
erst erméglicht. Nach partieller Spaltung durch konz. Salzsiure bei 37° 
sind papierchromatographisch keine freien Aminoséuren nachzuweisen, 


1 Der Nachweis der Beteiligung von Tyrosin entspricht den réntgenogra- 
phischen Befunden von H. Zahn, O. Kratky u. H. Sekora, Z. Naturforsch. 
6b, 9 [1951]. 

2 W.H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337 [1948]; 178, 53, 
79 [1949]. 

3 Zufolge P. Desnuelle u. A. Casal, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 2, 64 [1948], sowie P. Desnuelle u. G. Bonjour, ebenda 7, 451 [1952], 
werden unter diesen Bedingungen vorzugsweise solche Peptidbindungen gespalten, 
an welchen Serinreste mit der Aminogruppe beteiligt sind. 
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das Hydrolysat enthalt vielmehr drei papierchromatographisch scharf 
trennbare Peptide; von diesen besteht eines nur aus Glykokoll und 
Serin, das zweite nur aus Glykokoll und Tyrosin, das dritte aus Gly- 
kokoll, Serin und Alanin. Dies entspricht dem angefiihrten Verhiltnis 
der vier Bausteine. 

Die Aufklarung der Reihenfolge der Bausteine in diesen Peptiden 
und ihrer Anordnung im Fibroin haben wir in Angriff genommen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 
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Untersuchungen an Rinderleberkatalase 


I. Mitteil.: 
Zur kristallisation der Rinderleberkatalase * 
Von 
G. Schnuchel 


Aus dem Institut fiir Katalyseforschung Rostock** (Direktor Prot. Dr. W. Langenbeck) 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1954) 


Zahlreiche Verfahren zur Gewinnung kristalliner Katalase wurden 
seit der ersten Kristallisation durch Sumner und Dounce! angegeben. 
Im wesentlichen handelt es sich um Modifikationen, in denen Lésungs- 
mittel, Mischungsverhaltnisse und ahnliches variiert werden. Auffallig 
erscheint eine stetige Vereinfachung der Methodik bis zu den jiingsten 
Arbeiten von Mosimann? und Tauber und Petit?, ein Zeichen fiir 
die zunehmende Sicherheit im Umgang mit diesem Enzym wie auch fiir 
dessen relative Stabilitat. 

Im folgenden soll ein Verfahren beschrieben werden, das es gestattet, 
rasch gréBere Mengen Rinderleber (Parasitenleber) zu kristallisierter Ka- 
talase aufzuarbeiten. Es stiitzt sich auf die Methoden von Mosimann und 
Tauber und Petit. Nach der Erfahrung liefert es eine gute Ausbeute. 


A. Aufarbeitung der Rinderleber bis zur Rohfallung 


5—10kg Rinderleber werden viermal durch einen Fleischwolf gegeben. Zu 
Anteilen von 2—3 kg wird je Kilogramm 11 Wasser gegeben und bei Zimmer- 
temperatur 10—15 Min. geriihrt. Der Wasserzusatz kann, sofern die Leber ohnehin 
sehr wasserhaltig war, auf 750 ml/kg reduziert werden. Das einen diinnfliissigen 
Brei bildende Leberhomogenisat wird je Liter mit 500 ml eines 2:1-Alkohol- 
Chloroform-Gemisches (v/v) versetzt. Nach dem Einriihren wird sofort auf mehrere 
Papierfilter verteilt und tiber Nacht in einer Eiskiste filtriert. 

Das Filtrat, das schon eine geringe Niederschlagsmenge enthalt, wird mit 
Essigsiure auf po 5,6—5,8 gebracht (Lyphan-Indikatorpapier). Im Verlauf von 
10 Stdn. entsteht ein Sediment, bestehend aus Katalase und BegleiteiweiB; es wird 
abgeschleudert. Das Uberstehende liefert nach weiteren 12—24 Stdn. ein zweites 
Sediment, das sehr oft katalasereicher ist als das zuerst gewonnene. Es 1aBt sich 
vergr6Bern oder aber ein drittes Sediment erzeugen, in dem weitere 2 Vol. Alkohol 
auf 100 Vol. Enzymlosung gegeben werden. Die zunachst dunkel gefarbte Losung 
wird nach den Fallungen hellbraun. Der Gehalt der Niederschlige an Katalase 
ist an der mehr oder minder grauen Farbung erkennbar. 


1 J.B. Sumner u. A. L. Dounce, J. biol. Chemistry 121, 417 [1937]. 

2 W. Mosimann, Arch. Biochem. Biophysics 38, 487 [1951]. 

3-H. Tauber u. E. L. Petit, J. biol. Chemistry 195, 703 [1952]. 

* Tch bin Herrn Dr. A. Kriiger, veterinair-hygienischer Leiter des Schlacht- 
hofes Rostock fiir seine Unterstiitzung zu groBem Dank verpflichtet. 
** Rostock, Buchbinderstr. 5—6. 
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B. Extraktion der Katalase aus den Rohfallungen 

Die feuchte Rohfallung wird im Zentrifugenglas mit /100-NaOH zu einein 
Brei angeriihrt und tropfenweise mit ”/10-NaOH unter kraftigem Riihren versetz.:, 
bis der py-Wert auf 6,9 angestiegen ist (Lyphan-Indikatorpapier). Bei diesem Vo»- 
gehen besteht keine Gefahr, daB der Extrakt plétzlich zu alkalisch wird, da die 
Pufferung durch das GesamteiweiB sehr erheblich ist. In Lésung geht fast aus- 
schlieBlich die Katalase, erkennbar an der braunen Auflésung beim Auftropfen 
der n/10-NaOH. Ist der pu-Wert 6,9 erreicht, wird abzentrifugiert und das Ver- 
fahren wiederholt. Aus den vereinigten Rohextrakten fallt die Katalase mit »/10- 
dssigsaure. 

Uber den Katalasegehalt der oben genannten Sedimente sowie tiber 
die zur Extraktion benétigte Menge Alkali lassen sich keine allgemein 
giiltigen Angaben machen. Hierfiir ist allein die Beschaffenheit der 
Rinderleber verantwortlich, ebenso wie fiir die anfallende Ausbeute. Aus 
1 kg Rinderleder konnten jeweils etwa 300 mg einmal umkristallisierter 
Katalase erhalten werden. 


C. Kristallisation 


Zur Kristallisation ist die einfache Handhabung von Tauber? 
geeignet. Sie stellt, wie aus zahlreichen Versuchen ersichtlich, keine 
Zumutung an das Enzym dar. 

Der Rohextrakt wird mit /10-Essigsiure auf pp 6,3 angesauert. Er ist im 
allgemeinen zu verdiinnt, als daB schon eine Kristallisation der Katalase erfolgen 
‘kénnte. Nach kurzem Abzentrifugieren (5—6000 Touren) einer Triibung und Ein- 
stellen des po-Wertes auf 5,7 mit »/10-Essigsiure kristallisiert die Katalase nach 
einigen Stunden im Eisschrank bei 4° in Form von graugriinen, silbrig glanzenden 
Nadeln. 


D. Umkristallisation 


Das Umkristallisieren erfolgt durch Wiederauflésen in der geringsten Menge 
n/100-NaOH. Die Lésungsgeschwindigkeit ist gering. Es wird dann bis zur be- 
ginnenden Triibung (py 6,3) mit »/10-Essigsiure angesiuert, die Triibung rasch 
abgeschleudert und mit /10-Essigsiure auf py 5,7 eingestellt. Im Eisschrank 
kristallisiert die Katalase wiederum in Nadeln. 

Die Nadeln zeigen bei den gebréiuchlichen mikroskopischen Ver- 
gréBerungen keine Kristalltracht, sie sind oftmals zu Biischeln zu- 
sammengelagert (Abb. 1). Kristalle in ausgeprigter Form fielen in der 
beschriebenen Weise nicht an. Sie entstanden bei diesen Untersuchungen 
erstmals in einer langere Zeit bei Zimmertemperatur aufbewahrten 
Lésung. Nadelférmige Katalase als Beimengung konnte durch Lésen im 
Puffer, py 6,8, entfernt werden. Es blieben Katalasekristalle in Form 
sechskantiger Saulen zuriick. Sie erzeugten, als Impfmaterial benutzt, 
aus konzentrierten Katalaselésungen Kristalle der gleichen Art. 

Nachdem die Kristallisation der Katalase aus hochkonzentrierten 
Losungen gelungen war (s. u.), fielen nicht nur die hexagonal erschei- 
nenden Kristalle an, sondern spontan weitere Kristallformen. Abb. 2 
zeigt zugespitzte Plattchen, ahnlich denen, die bei der ersten Kristalli- 


4-H. Tauber, J. biol. Chemistry 205, 395 [1953]. 
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Abb. 1. Abb. 2. 





Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 1—6. Rinderleberkatalase in verschiedener Kristalltracht. 
250-fache VergrdBerung. 


sation der Rinderleberkatalase gewonnen wurden. Ferner kristallisierte 

die Katalase in schmalen Stibchen, an denen mikroskopisch die sechs 

Kanten nicht zu erkennen sind (Abb. 3), selten vermischt mit recht- 

eckigen Plittchen (Abb. 4), in sechseckigen Plattchen (Abb. 1 und 5) 
16* 
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und in sechskantigen Saéulen (Abb. 6). Die letztere Kristallform erhieltea 
Laskowski und Sumner® aus Rindererythrocyten-Katalase un | 
Tauber® erstmals aus Rinderleberkatalase. 

Die Aufnahmen wurden mit dem Zeissmikroskop ,,Lumipan‘‘ und dem ,,M - 
flex‘‘-Aufsatz hergestellt; VergréBerung 250-fach. 

Die Katalase kristallisierte in den verschiedenen Formen aus kon.- 
zentrierter Lésung nach vollig gleichartiger Vorbehandlung. Die Kristalli- 
sate sind auBerlich schwarzbraun. 

100—500 mg feuchter Katalase werden mit /100-NaOH zu einem Brei an- 
geriihrt und tropfenweise mit »/10-NaOH versetzt. Sehr langsam geht die Katalase 
bei pu 7,2 in Lésung. Die Lésung wird 3—5 Min. mit 5—6000 Touren zentrifugiert, 
dadurch von einer Triibung befreit und mit /10-Essigsiure auf py 6,1 eingestellt. 
Hier beginnt bereits die Kristallisation je nach Konzentration der Lésung in 
15—60 Min. Erfolgt die Kristallisation im ersten Abschnitt (1—2 Stdn.) bei Zimmer- 
temperatur, entstehen im allgemeinen gréfere Kristalle. Durch Hinzufiigen von 
Impfkristallen nach dem Einstellen des py-Wertes von 6,1 1aBt sich die Kristalli- 
sation beschleunigen. : 

Das Umkristallisieren ohne Animpfen liefert die Ausgangskristall- 
form zuriick, vermutlich durch mikroskopisch nicht mehr sichtbare 
Kristalle, die sich der Auflésung entziehen und als Keime wirken. Durch 
Lésen der stabchenférmigen Katalase in stirker alkalischem Medium 

y fo) 
(py 7,5) und laingeres Zentrifugieren gelingt es jedoch, eine Lésung 
herzustellen, die nach Animpfen mit den sechskantigen Kristallen diese 
Form erscheinen lat. Umgekehrt entstehen aus den sechskantigen 
Saulen die Stébchen. Auch dann noch befinden sich vereinzelt Kristalle 
der Ausgangsform im Kristallisat. 

Die stabchenf6rmigen Kristalle und die sechskantigen Saulen zeigen 
die gleiche Katalasefaihigkeit, 40000. Trotz der verschiedenen Kristall- 
formen muB die Méglichkeit offen bleiben, da es sich um Erscheinungs- 
formen ein und derselben Molekiilart handelt. 


Zusammenfassung 
Kristallisierte Katalase ist aus Rinderleberhomogenisaten durch 
Fallung mit einem Alkohol-Chloroformgemisch, nachfolgende Extrak- 
tion mit verd. Natronlauge und Fallung mit verd. Essigsiure gewinnbar. 
2. Aus konzentrierten Loésungen bildet die Katalase verschiedene 
Kristallformen. 
3. Zwei Kristallformen der Katalase sind durch Umkristallisieren 


ineinander iiberfiihrbar. 


°> M. Laskowski u. J. B. Sumner, Science [New York] 94, 615 [1941]. 
6 H. Tauber, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 38 [1952]. 
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Uber den Abbau von p-Oxyphenyl-brenztraubensdure 
bei Leberkranken unter dem EinfluB von /-Ascorbinsaure 
und anderen Wirkstoffen 
Von 
Ernst Kirberger 
Aus der Medizinischen Klinik der Universitit Marburg (Lahn), Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Juli 1954) 


Untersuchungen der letzten 15 Jahre haben ergeben, da8 der inter- 
mediare Stoffwechsel des Tyrosins durch eine Reihe von Substanzen 
beeinfluBt wird, die in der Klinik von erheblichem praktischem Inte1esse 
sind. Durch ihre Verabreichung gelingt es, einige der Stoffwechsel- 
zwischenprodukte wie p-Oxyphenyl-brenztraubensaure, p-Oxypheny]l- 
milchsiure, Homogentisinsiure, die bei gestértem Tyrosinabbau im 
Harn auftreten, zu beseitigen. Die einzelnen Stoffwechselanomalien 
und die Méglichkeiten ihrer Beeinflussung sind teils nach eigenen Unter- 
suchungen teils nach der Literatur 1~** in Tab. 1 dargestellt. 

Von den Metaboliten des Tyrosinabbaues habe ich das Verhalten 
der p-Oxyphenyl-brenztraubensiure (p-OPBS) gepriift. Friihere Ver- 
suche?? haben gezeigt, daB Vitamin C bei Leberkranken eine Verbesse- 


1H. H Gordon, Pediatrics 8, 163 [1951]. — ? R. R. Sealock u. H. E. Sil- 
berstein, Science [New York] 90, 517 [1939]. — * R. R. Sealock u. J. P. Le- 
pow, J. biol. Chemistry 174, 763 [1948]. — *C. W. Woodruff, M. E. CSessing- 
ton, A. K. Stockell u. W. J. Darby, J. biol. Chemistry 178, 861 [1947]. 
5 H. A. Painter u. S.S. Zilva, Biochem. J. 41, 511 [1947]. —°® R. J. Salmon 
u.C. D. May, J. Lab. clin. Med. 36, 591 [1950]. — 7 E. Kirberger u. Th. Biicher, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ] 8, 294 [1952]. — § M. E. Swendseid, 
B. Wandruff u. F. H. Bethell, J. Lab. clin. Med. 82, 1242 [1947]. — ® L. D. Jr. 
Abbott u. G. W. James, J. Lab. clin. Med. 35, 35 [1950]. — 1° E. Kirberger 
unveroffentlicht. — 1! W. F. Rogers u. F. H. Gardner, J. Lab. clin. Med. 34, 
1491 [1949]. — 12 J. E. Morris, E. R. Harpur u. A. Goldbloom, J. clin. Invest. 
29, 325 [1950]. — 1° C.W. Woodruff, J. Lab. clin. Med. 36, 640 [1950]. — 
4 E. Martin, G. Milhaud, B. Courvoisier u. A. Lapiné, Schweiz. med. 
Wschr. 80, 981'1950. — © R. Pannhorst, Z. klin. Med. 148, 191 [1951]. — 
16 A, G. White, J. G. Parker u. F. Block, J. clin. Invest. 28, 140 [1949]. — 
17 G. Soderberg, zit. nach Anm. 16. — }8O. Klein u. K. Block, Klin. Wschr. 15, 
1684 [1936]. — 1° E. Kirberger, Z. klin. Med. 150, 313 [1953]. — 2° A. G. White, 
J. Lab. clin. Med. 82, 1254 [1947]. — #1 E. Kirberger, unverdffentlicht. — 
22K. Felix, G. Leonhardi u. I. v. Glasenapp, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. 
Chem, 287, 141 [1951]. — 8S. Z. Levine, H. H. Gordon u. E. Marplas, J. clin. 
Invest. 20, 209 [1941]. — *4 C.D. Jr. Govan u. H. H. Gordon, Science [New 
York] 109, 332 [1949]. — * H.M. Nitowsky, C. D. Jr. Govan u. H.H. Gor- 
don, zit. nach Anm. 1. — **8.Z. Levine, H. L. Barnet, C. W. Biermann u. 
H. Me Namara, Science [Washington] 118, 311 [1951]. — *? E. Kirberger u. 
Th. Biicher, Klin. Wschr. 29, 784 [1951]. 








Tab. 1. Beeinflussung von Stoffwechselanomalien durch verschiedene Substanzen. 
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Ausscheidung 
von 


EinfluB der 


gepriiften Substanz 





Meer- 
schweinchen 


Affe 


Kaninchen 


Mensch 


Skorbut?-5 


Skorbut® 


Megaloblasten- 
anaemie 


Belastung mit 
p-OPBS’ 


Perniciése 
Anaemie®: ® 


Perniciése Anaemie, 
belastet mit 
p-OPBS?° 

Skorbut!-}8 


Alkaptonurie!4~ 18 
(angeboren) 


Alkaptonurie?® 
(experiment.) 


Melanurie”® 21 


Tyrosinosis®? 
Friihgeburt?3~26 





p-OPBS = p-Oxyphenyl-brenztraubensiure 
p-OPMS = p-Oxyphenyl-milchsiure 


p-OPES = p-Oxyplenyl-essigsiiure 


p-OPBS und 
p-OPMS 
p-OPBS und 
p-OPMS 
p-OPBS und 
p-OPMS 
p-OPES 


p-OPBS und 
p-OPMS 


p-OPBS 


p-OPBS und 
p-OPMS 


Homogentisinsaiure 


Homogentisinséure 


Melanin 


p-OPBS 


p-OPBS und 
p-OPMS 





Vit. C 
Leberextrakt 
Folsaure 


Vit. C 
Folsaure 

Vit. C 
Leberextrakt 
Magenschleim- 


hautpraparat 
Vit. By, 


++ + + 


‘| Vit. C 


Vit. B,, 
Leberextrakt 
Vit. C 


Vit. C 
Folsaure 
Vit. By» 
Citrovorum- 
faktor 
Vit. C 
Leberextrakt 
Kaliumjodid 
Thiouracil 
p-Amino- 
salicylsiure 
Vit. C 
Folsaure 
Citrovorum- 
faktor 
Vit. By, 
Leberextrakt 
Vit. C 
Thiouracil + 
Methylthioural 
Vit. C 
Vit. C 
ACTH 
Cortison 


Citrovorum- 
faktor 





+ 
— 
a 
Folsaure + 
t 
+ 


Leberextrakt 


+++ 


+ +++ 


a+ 
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rung des Abbaues dieser Substanz bewirkt. Diese Untersuchungen 
wurden in drei Richtungen weitergefiihrt : 


1. AuBer l-Ascorbinséure wurde die Wirkung von d-Isoascorbinsiure, 
ACTH, DOCA, Vitamin B,,, Folsiure (Pteroylglutaminsiure=PGA), 
Citrovorumfaktor, Leberextrakt, Methylthiouracil und Calcium- 
thiosulfat einzeln und teilweise kombiniert gepriift. 


bo 


2. Die Messungen beschrankten sich nicht nur auf die unverandert aus- 
geschiedene p-OPBS, sondern durch gleichzeitige Bestimmung des 
Phenolringes (Millon-Reaktion) und der Seitenkette (Penrose- 
Quastel-Reaktion) wurden auch Derivate der aromatischen Keto- 
siure zu erfassen versucht. 


3. Parallel zu diesen Versuchen sind eine Reihe anderer klinisch ge- 
brauchlicher Leberfunktionsproben und mittels Leberbiopsie Unter- 
suchungen tiber den morphologischen Zustand des Leberparenchyms 
durchgefiihrt worden. 


Die Ausscheidung von p-OPBS in unseren Belastungsversuchen an 
Leberkranken wurde lediglich durch /-Ascorbinsiure und d-Isoascorbin- 
siure beeinfluBt. Diese beiden Substanzen reduzierten die Ausscheidung 
erheblich bzw. lieBen sie ganz verschwinden. Die anderen gepriiften 
Substanzen hatten keinen Effekt. Auch ACTH, welches sich bei der 
Tyrosylurie menschlicher Friihgeburten gleich zuverlassig wie Vitamin C 
erwies”*, war ohne Einflu8 auf den bei Leberkranken gestérten Abbau 
von zugefiihrter p-OPBS. Ob /-Ascorbinséure und d-Isoascorbinsaure 
eine gleich groBe Wirksamkeit besitzen, 14Bt sich unseren Versuchen, in 
denen diese Substanzen in relativ hohen Dosen gegeben worden sind, 
nicht entnehmen. Unsere Untersuchungen ergeben jedoch eindeutig in 
allen Fallen nach Vitamin-C-Gaben eine Verminderung der Penrose- 
Quastel-Reaktion, also einen Abbau der Seitenkette. 

Nach der oben angefiihrten Erweiterung der analytischen Methodik 
zeigt sich hinsichtlich des Phenylrestes der aromatischen Ketosiure 
folgendes: Die Millon-Werte sind nach Verabreichung von Vitamin C 
nur in 3 von 11 Fallen signifikant abgesunken. Wihrend also eine Weiter- 
oxydation der Seitenkette stets méglich ist, gelingt eine Aufspaltung 
des Phenolringes nur in einem kleinen Teil der Fille. Bei 1—2-stiindlich 
vorgenommenen Messungen ergibt sich, daB im allgemeinen die Aus- 
scheidung der unverinderten p-OPBS nach 4—6 Stdn. beendet ist. 
In den Nachmittagsstunden des Belastungstages ist die Penrose- Quastel- 
Reaktion stets negativ, es kommt nur zu einem Anstieg der Millon- 
Reaktion, hervorgerufen durch ein an der Seitenkette bereits ver- 
iindertes aber den Phenolring noch enthaltendes Abbauprodukt der 
p-OPBS (AbP. 1). 

Verainderungen des morphologischen Bildes des Lebergewebes und 
der anderen Leberfunktionsproben sind unter der VitaminC-Verab- 
reichung nicht eingetreten. 
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Abb. 1. Verhalten der Ketogruppen(a)- und Millon(b)-Ausscheidungen nach Be- 
lastung mit p-Oxyphenyl-brenztraubensaure bei Patienten mit Leberschadigung. 


Methodik und Ergebnisse 


Die Ernahrung unserer Patienten hat auBer der Einhaltung einer gewéhn- 
lichen Krankenhauskost mit mittlerem EiweiBgehalt keine Besonderheiten erfordert. 
Der Harn ist von morgens 8 ) bis morgens 8 » unter Schwefelsiurezusatz gesammelt 
worden. Die ausgeschiedene Menge p-OPBS und deren Abbauprodukte sind, den 
Anweisungen von Felix und Teske* entsprechend, erhalten worden, indem von 
den Belastungstagen das Leerwertmittel des Vor- und Nachtages abgezogen worden 
ist. An den Belastungstagen ist eine Unterteilung der Sammelperiode in 2 Ab- 
schnitte (8—13, 13—8») durchgefiihrt worden. In den ersten beiden Fallen ist die 
Analyse an den in Abstaénden von 2 Stdn. gewonnenen Harnportionen erfolgt; 
hier ist nur die Ketogruppenreaktion ausgefiihrt worden. Die p-OPBS hat uns die 
Fa. Homburg dankenswerterweise zur Verfiigung gestellt (Praparat Testacid). 
Von der Saure sind morgens niichtern 2 g in 100 ccm Wasser aufgeschwemmt dem 
Patienten gegeben worden; das Friihstiick ist 1/. Stde. spiter eingenommen worden. 
Die Bestimmung der Million-Werte erfolgte nach der von Felix und Teske*’) 
iibernommenen Vorschrift nach Medes?®), die Bestimmung der Ketogruppe nach 
der geringfiigig modifizierten Penrose- Quaste1*°-Reaktion. 


1. Ze., Maria, geb. 29. 4. 23. 

Diagnose: Hepatitis bei Diabetes mellitus. 

Seit 1950 Diabetes bekannt. Mit 40 Einh. Depot-Insulin eingestellt. Ikterus- 
Beginn am 6. 5. 1951, zwischen 10. und 15. 5. Héhepunkt der Gelbsucht, Bilirubin 
40 mg%,, Leber um 2 Qf. vergréBert. Am 30. Mai Bilirubin 6,5 mg%, Leber noch 
um 1 Qf. den Rippenbogen tiberragend. Prothrombinzeit 60%. Elektrophorese 
(Antweiler): 7,0 g% GesamteiweiB, Albumin: 47,4%, a-Glob.: 10,4%, B-Glob.: 
14,8%, y-Glob.: 27,4%. Eine am 4. 6. durchgefiihrte Leberpunktion ergibt noch 
das Vorliegen einer subakuten Hepatitis: Periportale Felder etwas verbreitert und 
dicht lymphocytar infiltriert. Im Acinuszentrum Auflockerung des Zellverbandes 
und kleine Bezirke mit zugrunde gehenden z. Tl. ikterisch-nekrotischen Leber- 
zellen. Um diese Partien herum knétchenférmige Wucherungen der Reticulum- 
zellen. Glykogengehalt vermindert. 

Bei der am 17. 5. durchgefiihrten Belastung mit 2 g p-OPBS werden 287 mg 
der p-OPBS unverwertet wieder ausgeschieden (Bestimmung nach Penrose und 
Quastel). Nach insgesamt 2 g Vitamin C (taglich 500 mg i. v.) werden bei einer 
Wiederholung der Probe am 21. 5. 59 mg nicht verbrannt, 2 Tage spater, am 23. 5. 
wird die zugefiihrte Saéure vollstindig verwertet, eine Ausscheidung im Harn ist 
nicht meBbar. 5 Tage nach Absetzen der /-Ascorbinsiure am 28. 5., werden nach 
Belastung 306 mg p-OPBS im Harn wiedergefunden (Abb. 2). 


8K, Felix u. R. Teske, diese Z. 267, 167 [1941]. 
29 G. Medes, Biochem. J. 26, 922 [1932]. 
30 EK. Kirberger, Klin. Wschr. 27, 48 u. 211 [1949]. 
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2. Widowsk, Paul, geb. 16. 6. 90. 
Diagnose: chronischer LungenabsceB, Verdacht auf Leberparenchym- 
schadigung. 


1950 Entwicklung eines faustgroBen Lungenabscesses. 21.5.51 Kongo- 
schwund von 52°, nicht bestatigter Amyloidoseverdacht, Leber und Milz nicht 
vergréBert. Elektrophorese (Antweiler): 8,14 g%, GesamteiweiB, Albumin: 35,9%, 
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Abb. 2. Beeinflussung der Ketogruppenausscheidungen nach Belastung mit 
2 g p-OPBS durch Vitamin C. Pat. Ze., Maria. 


1-Glob.: 13,6%, B-Glob.: 15,59, y-Glob.: 35,0%. Prothrombinzeit: 100°. Die 
histologische Untersuchung des durch Leberpunktion gewonnenen Materials ergibt: 
Leberstruktur erhalten, periportale Felder verbreitert-lymphocytar infiltriert. 
Glykogengehalt normal, Fett fehlt so gut wie vdllig, desgleichen Eisenpigment. 

Bei der am 24. 5. vorgenommenen Belastung mit 2 g p-OPBS werden 485 mg 
der p-OPBS wieder ausgeschieden (Bestimmung nach Penrose und Quastel). 
Nach Verabreichung von insgesamt 5 g Vitamin C (4 Tage lang 1 gi. v. und 250 mg 
per os) werden bei einer Wiederholung 111 mg p-OPBS im Urin wiedergefunden, 
nach insgesamt 7,5 g Vitamin C erscheinen nach Belastung noch 160 mg im Harn. 
3 Tage nach Absetzen des Vitamin C, am 2. 6. ist die Ausscheidung mit 148 mg 
immer noch sehr niedrig. Am 8. 6. 51, also 9 Tage nach Aufhéren der Vitamin C- 
Medikation betragt die Menge der unverwertet wieder ausgeschiedenen p-OPBS 
396 mg (Abb. 3). 


3. Schad., Hans, geb. 14. 8. 15. 
Diagnose: Melanosarkom mit Metastasenbildung. 
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1949 Enucleation des linken Auges wegen Melanosarkombildung. Thor- 
mahlen’sche Probe +, ausgedehnte Metastasenbildung im Skelettsystem und der 
Leber. Die Leber ist um 3 Qf. vergréBert, héckerig und zeigt unregelmaBige Rand- 
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Abb. 3. Beeinflussung der Ketogruprenausscheidungen nach Belastung mit 
2 g p-OPBS durch Vitamin C. Pat. Widowsk, Paul. 


bildung. Hepatocytogramm (bioptisch gewonnen): Zahlreiche Zellen von ganz ver- 
schiedener GréBe mit ganz abnorm groBen einzelnen Nukleolen, nur ein sehr kleiner 
Teil enthalt wechselnde Mengen schwarzen Pigmentes (Tab. 2). 

4. Schmi., Elisabeth, geb. 24. 2. 04. 
Diagnose: Hevatitis. 
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Beginn der Gelbsucht am 28. 8.51. Die histologische Untersuchung der am 
10.9. bioptisch gewonnenen Leberstanze ergibt: Periportale Felder stark ver- 
breitert, entziindlich infiltriert. Reichlich Entziindungszellen, vorwiegend mono- 
nukleare finden sich auch im ganzen Acinus, besonders um die Zentralvenen. Hier 
finden sich auch verfettende und zugrunde gehende Leberzellen, welche zum Teil 
leicht ikterisch pigmentiert sind. Diagnose: frische Hepatitis. Bilirubin am 14. 9.: 
22,8 mg% (Héchstwert), Leber um 4 Qf. den Rippenbogen iiberragend. Elektro- 
phorese (Antweiler): GesamteiweiB 7,2 g%, Albumin: 38%, a-Glob.: 3,8%, 
B-Glob.: 17,5%, y-Glob.: 40,89. Am 21. 9. ist die LebervergréBerung mit 4 Qf. 
noch unverandert deutlich, Bilirubin 11,2 mg%, Takata 50 mg%. Prothrombiuzeit 
53%. Elektrophorese (Antweiler): GesamteiweiB 7,56g%, Albumin: 47,6°%, 
x-Glob.: 8,8°%, B-Glob.: 14,1%, y-Glob.: 29,5°¢. Bilirubin am 3.10. 5,6 mg%, 
Takata 70/100, Prothombinzeit am 6.12. 65%. Die histologische Untersuchung 
einer Leberstanze vom 13.10. 148t noch das Bild einer abklingenden Hepatitis 
erkennen: Im Vergleich zur Untersuchung vom 10. 9. fallt vor allem auf, daB die 
Infiltrate weitgehend geschwunden sind und sich das Leberparenchym nach den 
Ausfallen bereits konsolidiert hat (Tab. 2). 


5. Jeitn., Rudolph, geb. 28. 9. 1900. 
Diagnose: Lebercirrhose. 

August 1951 Gelbsucht aufgetreten, starker Alkoholabusus. Im September 
1951 Lebercirrhose festgestellt. Leber itiberragt den Rippenbogen um 3—4 Qf., 
Milz st6Bt an. Kein Ascites, keine Oesophagusvarizen. Bilirubin 6,3 mg%, Takata 
30 mg%, Galaktoseprobe +, Prothrombinzeit 49%, Elektrophorese (Antweiler): 
GesamteiweiB: 7,06 2%, Albumin: 27,194, a-Glob.: 5,2%, B-Glob.: 14,9%, 
y-Glob.: 52,5°%. Laparoskopie am 15. 9. (Prof. B6ttner): Beide Leberlappen im 
Sinne einer Cirrhose im Umbau begriffen, grobhéckerige Oberfliche, gemessen an 
der rotbraunen Farbe relativ frischer ProzeB. Nach Lagewechsel Darstcllung der 
vergréBerten Milz. Biopsie (blind punktiert): Leberlappchen z. Tl. zu Pseudoacini 
umgewandelt, portale Felder narbig umgewandelt, Gallengangswucherungen ent- 
haltend. In den Leberzellen vereinzelt kleine Fetttrépfchen, Eisenpigment ziemlich 
reichlich in den peripheren Leberzellen und einigen Kupfferschen Sternzellen 
(Tab. 2). 


6. Schliit., Joseph, geb. 23. 10. 15. 
Diagnose: Splenomegale Lebercirrhose. 
1946 in RuBland an Gelbsucht erkrankt. 1951 Laparoskopisch Lebercirrhose 
festgestellt. Befund im Februar 1952: Leber nicht zu tasten, Milz 4 Qf., aus- 
gedehnte Oesophagusvaricen, kein Ascites. Bilirubin 0,7 mg%, Prothrombinzeit 
58%, Takata 40 mg%. Galaktoseprobe +, Elektrophorese (Antweiler): Gesamt- 
eiweiB 6,9 g%, Albumin: 44,2°%, «-Glob.: 5,4%, B-Glob.: 12,996, y-Glob.: 38,4%. 
Das Ergebnis der am 4. 3. bioptisch (blind) gewonnenen Leberstanze des rechten 
Lappens lautet: Annahme eines angedeuteten cirrhotischen Umbaues. Periportale 
Felder an einigen Stellen etwas verbreitert, jedoch keine wesentlichen Verande- 
rungen der Lappchenstruktur und keine sichere Lebercirrhose. Die Leberzellen 
enthalten in den Acinuszentren wenig kleine Fetttropfen, Abnutzuwngspigment 
sparlich. ny 
Im Dezember 1952 keine wesentliche Anderung des klinischen Befundes. 
Takata 60 mg®,, Bilirubin 1,4 mg%, Galaktoseprobe (+). Papierelektrophorese: 
Gesamteiwei8 (Biuret): 4,9 g%, Albumin: 52,5°4, «-Glob.: 1,1%, B-Glob.: 12,8°%, 
y-Glob.: 30,7%. Die histologische Untersuchung der bioptisch gewonnenen Leber- 
stanze ergibt: Periportale Felder verbreitert und verlingert, sie grenzen stellen- 
weise rundliche Pseudoacini ab. Neutralfett feintropfig, offenbar zentral gelegen, 
Glykogen reichlich, Eisenpigment und Abnutzungspigment fehlen (Tab. 2). 
Bei dem infolge eines subphrenischen Abscesses nach Milzexstirpation am 
13. 7.53 ad exitum gekommenen Patienten ergibt die Obduktion: Mittel-grob- 
knotige Lebercirrhose mit vollstandiger Entparenchymisierung des linken Lappens 
und eines gréBeren Anteiles im vorderen Bereich des rechten Lappens. 
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Tab. 2. Ubersicht iiber die Versuchsergebnisse. 
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Keto- | Millon- 
Patient Datum Zufuhr yea 4 — 
mg mg 
17. 11. 2gp-OPBS... 144 845 
3. Schad., = j4g Vit.C iv. 
Hans coeesotabain: Ul g Vit. C per os 
21.11. 2g p-OPBS...... = -_ 
8. 12. ROPES 6s ek 130 974 
15. 9. 2g p-OPBS.... 228 653 
4. Schmi., | 1621.9, |{98 Vit.C i. v. 
Elisabeth 11,5 g Vit. C per os 
21. 9. 2g p-OPBS.... os 97 
2. 10. 2g p-OPBS. . . 30 264 
24. 9. Bhipateee. 2 ells 274 646 
25.—28.9. | 1,8 g Methylthiouracil 
28. 9. Ve pUPBS. . .... . 733 1074 
29.9.—1.10. | 1,5 g Vit. C i.v. 
1. 10. 2g p-OPBS.. . 358 848 
5. Jeitn 2.—4.10. | 1,5g Vit. C i. v. 
”” Rudolf 4.10. 2g p-OPBS. .. . 234 940 
‘h 1,5 g Vit. C i. v. 
5.7.10. 1" 45mg DOCA i. v. 
7. 10. 2g p-OPBS.... = 853 
4g Vit.C i.v. 
+. aa {i g Vit. C per os 
11. 10. Sep-OTres. ....... = 703 
18. 12. 2g p-OPBS...... ue 304 1075 
19.—22.2. | 24mg Citrovorumfaktor i. m. 
22. 2. 2g p-OPBS.... 304 887 
a g150 mg Folsaure i. m. 
a.m 8. \75 mg Folsaure per os 
29. 2. 2g p-OPBS...... 297 993 
18.—21.3. | 2g Vit.C i.v. 
21. 3. 2g p-OPBS. . 62 725 
6. Schliit, 2g Vit. C i. v. 
Schlitt) | 26.—29.3. [1190 mg Vit. K i. v. 
180 mg Folsaure i. v. 
29. 3. 2ep-OPBS. .... 35 827 
2. 12. 2g p-OPBS..... 338 1504 
ee s3 g d-isoascorbinsaures 
3.6. 12. \ Natrium i, Vv. 
5. 12. 2G:P-OPBS. . . . wes 82 221 
6.—7. 12 s2 g d-isoascorbinsaures 
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Fortsetzung von Tab. 2. 












































Keto- | Millon- 
Patient Datum Zufuhr eng Substan- 
est. 1n zen in 
mg mg 
7.12 2g p-OPBS. — — 
11.12 2g p-OPBS. 391 594 
12.—17. 12. | 300 mg ACTH 
17. 12. 2g p-OPBS. 321 863 
18.—21. 12. | 4g Vit. C i.v. 
21. 12. 2g p-OPBS. . — 104 
20. 2 2g p-OPBS. 125 605 
21, 2.—1.3. | 270 y Vit. By. i. m. 
1. 3. 2g p-OPBS. 140 510 
7. Wi., : s150 y Vit. B,, i.m 
Balthasar| 2: 3-—6. 3. 12,5 g Vit. C Fi v. 
6.3 2g p-OPBS. 595 
a ae s2,5g Vit. C i.v. 
7. 3.—11. 3. N90 com Campolon i. m. 
11.3 2g p-OPBS. 580 
9. 11. 2 OPBS. : 254 693 
oe ie i 1. | 2.2 Methytthiouracil 
Frieda -21.1 2,2 g Methylthiouracil per os : 
21. 11. 2¢ p-OPBS. 88 554 
My. 14. 2g p-OPBS. 582 1082 
12.—19.11. | 615mg ACTH 
9. Radtk., 19. 11 2g p-OPBS. 734 902 
Paul 7 : 
. ee s4g Vit.C iv. 
20. 11.-22. 11.)y) g Vit. C per os 
22. 11 2g p-OPBS. - 871 
26.1 2g p-OPBS. 212 352 
2g p-OPBS 39 142 
27.1 lg Vit.C i. v. 
0,25 g Vit. C per os 
10. La., 28.1 slg Vit.C i.v. 
Peter a 10,25 g Vit. C per os 
2g p-OPBS. -- = 
29. 1 lg Vit. C i. v. 
0,25 g Vit. C per os 
31.1 2g p-OPBS. 37 433 
Rae 2g p-OPBS. 314 381 
18.—20. 7 6 g Ca-Thiosulfat 
11. Muthw., 20. 7 2g p-OPBS 321 472 
eT as s2g p-OPBS 126 264 
mage Ug Vit.C iv 
24.7 2g p-OPBS 367 272 
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7. Wi., Balthasar, geb. 4. 9. 89. 
Diagnose: Anaemia perniciosa. 
Seit Juni 1951 zunehmende Verschlechterung des Allgemeinzustande., 
Kribbeln in FiBen und Handen, Zungenbrennen und Neigung zu Erbrechen. 
Blutbild im Februar 1952: Hb. 25°,, Ery 1,0 Mill., FI 1,25, Durchmesser: 8,6 /), 
Leukocyten 3800. Im Sternalpunktat sind 48°, der roten Vorstufen Megaloblaste i. 
(Tab. 2). 

8. Stad., Frieda, geb. 10. 9. 90. 

Diagnose: Struma basedowificata. 

Seit dem 20. Lebensjahr Kropftragerin. Juni 1951 Jodbehandlung wegex 
Hypertonie, Entwicklung hyperthyreotischer Symptome, Tremor, Tachycardie 
von 103, Grundumsatzsteigerung auf + 86°,, Leber 1—2 Qf. den Rippenbogen 
iiberragend, etwas druckempfindlich. Histologisch: Struktur normal, Dissesche 
Raume nicht entfaltet, Leberzellen groB, enthalten einzelne mittelgroBe Fett- 
tropfen, fast kein Abnutzungspigment, Glykogengehalt vermindert (Tab. 2). 

9. Radtk., Paul, geb. 27. 7. 86. 

Diagnose: Lebercirrhose. 

Anfang 1952 wegen Bluterbrechen Klinikaufnahme. Laparoskopisch Leber- 
cirrhose festgestellt, keine Ascitesbildung, Oesophagusvarizen im unteren Drittel 
nachgewiesen. Leber und Milz nicht vergréBert. Bilirubin 1,5 mg, Takata 
30 mg®,, Elektrophorese (Antweiler): GesamteiweiB 7,05 g°, Albumin: 47,8°,, 
x-Globulin: 3,9°;, B-Glob.: 10,294, y-Glob.: 38,2°,. Die histologische Unter- 
suchung des am 25. 11. 1952 gewonnenen Leberpunktates ergibt: Portale Felder 
verlingert und faserreich, Neutralfett reichlich, teils fein-, teils groBtropfig, Gly- 
kogen normal, Eisenpigment fein gekérnt in der Nahe der periportalen Felder, 
Abnutzungspigment sparlich. Diagnose: Lebercirrhose mit starkerer Verfettung 
und geringgradiger Haemosiderose (Tab. 2). 

10. La., Peter, geb. 31. 3. 81. 

Diagnose: Lebercirrhose. 

Januar 1953 Lebercirrhose festgestellt (laparoskopisch). Leber und Milz nicht 
vergréBert. Keine Oesophagusvarizen. Machtige Ascitesbildung. Bilirubin: 1,5 mg®, 
Takata 40 mg®,, Elektrophorese (Antweiler): GesamteiweiB: 4,55 g°,, Albumin: 
45,1°.,, a-Glob.: 12,194, B-Glob.: 14,694, y-Glob.: 28,2°, (Tab. 2). 

11. Muthw., Hermann, geb. 4. 9. 02. 

Diagnose: Lebercirrhose. 

Im Marz 1953 LebervergréBerung festgestellt. Bei der Aufnahme am 1. 7. 1953 
Leber 2 Qf. den Rippenbogen iiberragend, Milz sté8t eben an. Bilirubin 2,5 mg®,, 
Takata 40 mg®,, Prothrombinzeit 78°;, Papierelektrophorese: Albumin 37,6°%, 
\,-Globulin: 3,2°%, «9-Globulin: 4,8°%, B-Glob.: 7,3°5, y-Glob. 47,1°,. Die histo- 
logische Untersuchung der am 3.7. 53 bioptisch gewonnenen Leberstanze ergibt: 
Portale Felder stellenweise verbreitert und verlingert, sie grenzen stellenweise 
Andeutungen von Pseudoacini ab. In den Leberzellen Neutralfett maBig reichlich, 
groBtropfig, Glykogen etwa normal, Eisen- und Abnutzungspigment sehr sparlich, 
Leberverfettung, fraglicher cirrhotischer Umbau (Tab. 2). 


Diskussion 


Die mitgeteilten Befunde sprechen fiir die Annahme einer Reihe 
von Autoren’!33, nach welchen Vitamin C eine zentrale Rolle beim Ty- 
rosinabbau spielt. In Untersuchungen an Leberschnitten findet sich 
nimlich eine Abhangigkeit der Oxydationsgeschwindigkeit des Tyrosin- 

31 W. E. Knox u. M. LeMay- Knox, Biochem. J. 49, 686 [1951]. 


82 R. R. Sealock u. H. E. Silberstein, J. biol. Chemistry 135, 251 [1940]. 
33 R. R Sealock u. R. Goodland, Science [Washington] 114, 645 [1951]. 
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molekiils von der zugesetzten Ascorbinsiuremenge*!; man hat aus diesen 
Ergebnissen auf einen cofermentahnlichen Wirkungsmechanismus des 
Vitamins C geschlossen*?. Andererseits hat sich gezeigt, daB die skorbut- 
unwirksame d-Glucoascorbinsdéure und die nur zu 3/5) antiskorbutisch 
wirksame d-Isoascorbinsaure den Tyrosinabbau in gleicher Weise beein- 
flussen kénnen**, Nach einer anderen Meinung soll Vitamin C nur in- 
direkt in das Geschehen der Tyrosinoxydation eingreifen. Bei skorbu- 
tischen Meerschweinchen normalisieren Folsiure und Citrovorumfaktor 
den gestérten Tyrosinabbau in gleicher Weise wie Vitamin C*. In Er- 
weiterung dieser Untersuchungen hat sich ergeben, da die durch Fol- 
siure gesteigerte Aktivitaét der Rattenleber an Citrovorumfaktor durch 
zusatzliche Verabreichung von Vitamin C noch erheblich zunimmt*. 
In Beeinflussungsversuchen bei der Tyrosylurie menschlicher Friihge- 
burten ist die Wirkung von Folsaéure oder Citrovorumfaktor aber lange 
nicht so zuverlissig wie die von Vitamin C2, 

Kine hinreichend befriedigende Erklarung des Vitamin C-Effektes 
kann bislang noch nicht gegeben werden. Dennoch muB die Frage auf- 
geworfen werden, ob die gestérte Abbaufahigkeit der zugefiihrten 
p-OPBS bei unseren Leberkranken auf eine Vitamin C-Hypovitaminose 
bzw. Avitaminose hinweist. Das Vorliegen eines vollstaéndigen Vitamin 
C-Mangels kann beim Fehlen skorbutischer Erscheinungen ausgeschlos- 
sen werden. Die Frage nach dem Bestehen einer C-Hypovitaminose ist 
schwerer zu entscheiden. Dieser Begriff laBt sich nach seiner allgemeinen 
und uncharakteristischen Symptomatik nicht festlegen. Es wird neuer- 
dings angefiihrt, daB der ,,ganze Begriff der chronischen C-Hypovita- 
minose als unbewiesen und unklar abzulehnen ist‘***, Zuverlissige Labo- 
ratoriumsmethoden zur Erfassung einer C-Hypovitaminose existieren 
ebenfalls nicht; weder die Bestimmung des Sattigungsdefizites, des Vi- 
tamin-C-Plasmaspiegels noch Veranderungen der Kapillarresistenz lassen 
sich zur sicheren Diagnosestellung verwerten. Die Vertretbarkeit der /- 
Ascorbinséure durch die 20 mal schwacher antiskorbutisch wirksame 
d-Isoascorbinsaéure spricht ebenfalls gegen einen Erklérungsversuch un- 
serer Ergebnisse als Vitamineffekt, wenn auch die sehr hohe Dosis in 
unseren Versuchen mdglicherweise einen Faktor 20 hiitte verschleiern 
kénnen. Immerhin gibt zu denken, da’ der Effekt der Ascorbinsiure 
auch nach dem Absetzen noch 4—5 Tage anhalten kann. Diese Zcit- 
spanne erscheint uns zu groB fiir einen direkten st6chiometrischen Ef- 
fekt der reduzierenden Substanz auf den Metaboliten, allerdings auch zu 
kurz, um nach allgemeinen Erfahrungen der Wirkung von Vitamin- 
st6Ben bei Hypovitaminosen zu entsprechen. Thiosulfat, eine Substanz 
mit bei physiologischem py gleich hohem Wert des Redoxpotentiales, ist 
ohne Einflu8 auf die p-OPBS-Ausscheidung. 





34C.W. Woodruff u. W.J Darby, J. biol. Chemistry 172, 851 [1948]. 
35 Ch. A. Nichol u. A. D Welch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 52 [1950]. 
36 W.H. Fahndrich, zit. nach K. Lang u. R. Schoen, Die Ernahrung, 
Verlag Springer 1952, S. 555. 














256 Uber den Abbau von p-Oxyphenyl-brenztraubensaure Bd. 298 (1954) 


Herrn Prof. Dr. H. E. Bock verdanke ich die Ausfiihrung und cytologisc!.e 
Beurteilung der Leberpunktate, Herrn Prof. Dr. H. Hamper! die histologisci.e 
Diagnose. Herr Prof. Dr. Th. Biicher hat mir wertvolle Ratschlige gegebe 1. 


Zusammenfassung 


l-Ascorbinsaéure und d-Isoascorbinsiéure fordern den bei Leberkran- 
ken gestérten Abbau von zugefiihrter p-Oxyphenyl-brenztraubensaur-. 
Unter dem Einflu8 dieser Substanzen kommt es in allen 11 Fallen zu 
einer Veranderung der Seitenkette, wihrend der Phenylrest nur 3 mal 
gespalten worden ist. Andere Leberfunktionsproben und das morpholo- 
gisch-histologische Bild sind durch Vitamin C-Gaben nicht signifikant 
geaindert worden. 

ACTH, DOCA, Vitamin K, Vitamin B,., Folsiure, Citrovorum- 
Faktor, Leberextrakt, Methylthiouracil und Calciumthiosulfat beein- 
flussen den Abbau der p-Oxyphenyl-brenztraubensiure nicht. 
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Uber die Struktur der Protamine IV! 
Fraktionierung von Clupein 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Rudolf Voh 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen, 
Labor Prof. Waldschmidt-Leitz 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1954) 


Das Clupein des reifen Heringstestikels, wie es bisher in der Lite- 
ratur beschrieben wurde, ist keine einheitliche Substanz?, trotzdem 
es verschiedenartigen FraktionierungsmaBnahmen unterworfen worden 
war. Diese Aussage griindet sich nicht mehr, wie es eine Zeitlang 
schien, auf den Nachweis verschiedenartiger amino-endstandiger Bau- 
steine; die friiheren Angaben von Felix und Mitarbb.*, das Clupein 
enthalte neben amino-endstaéndigem Prolin auch amino-endstiandiges 
Serin, die von Waldschmidt-Leitz, Kiihn und Zinnert* widerlegt 
worden waren, sind dann auch von Felix, Rauen und Zimmer? be- 
richtigt worden: die einzige amino-endstaindige Aminoséure im Clupein 
ist Prolin. Die Abtrennung nicht prolin-endstandiger Komponenten 
aus dem Komponentensystem des Rohclupeins gelingt beispielsweise 
mit der Methode der Umscheidung aus konz. wir. Losung in der Kiilte, 
da die prolin-endstindigen Komponenten offenbar durch eine beson- 
dere Schwerléslichkeit in Wasser ausgezeichnet sind. 

Fiir die Kennzeichnung der Uneinheitlichkeit der bisher in der 
Literatur beschriebenen Priparate von Clupein ist vor allem der Be- 
fund entscheidend, daB die Priparate neben den fiinf ,,klassischen* 
Bausteinen Arginin, Alanin, Serin, Valin und Prolin auBerdem noch 
Isoleucin und Threonin, und zwar in verhaltnismabig geringen Mengen, 
enthalten®. Die analytisch ermittelte geringe Menge der beiden Amino- 
siuren, entspr. 0,43 bzw. 0,65°, des Gesamtstickstoffs, die weit unter 
der der ttbrigen Monoaminosiuren liegt, ist naimlich mit dem fiir das 


1 TII. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. L. Pflanz, diese Z. 292, 150 
[1953]. 

2 Vgl. dazu die III. Mitteilung. 

3 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u.H. M. Rauen, diese Z. 286, 67 
[1950]; K. Felix, H. M. Rauen, W. Stamm u. G. Zimmer, diese Z. 286, 199 
[1950]. 
4 E. Waldschmidt-Leitz, K. Kiihn u. Fr. Zinnert, Experientia [Basel] 
7, 183 [1951]. 

5 K. Felix, H.M.Rauen u. G.H. Zimmer, diese Z. 291, 228 [1952]; 
siehe auch K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 295, 107 [1953]. 

6 Vgl. R. I. Block, D. Bolling, H. Gershon u. H. A. Sober, Proc. Soe. 
exp. Biol. Med. 70, 494 [1949]; K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. H. M. 
Rauen, l. c.%. 

Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. ‘298 li 
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Clupein gefundenen niedrigen Molekulargewicht, um 4000, nur unter 
der Annahme vereinbar, da die beiden Aminosiuren nicht dem Clupein 
selbst, der Hauptkomponente, sondern einer oder mehreren, in gerin- 
gerer Menge vorhandenen Beimischungen angehéren. Zur Abtrennung 
dieser isoleucin- und threoninhaltigen Komponenten reichen die bisher 
befolgten FraktionierungsmaBnahmen offenbar nicht aus; denn weder 
die fraktionierte Fallung der mit Methanol veresterten Praparate noch 
auch die Verteilung nach dem Gegenstromverfahren’ haben zu einheit- 
lichen, beispielsweise isoleucin- und threoninfreien Komponenten ge- 
fiihrt. Auch die nach der Methode der Olumscheidung bis zur Konstanz 
des Quotienten N:NH, gewonnenen Priiparate, die frei von nicht pro- 
lin-endstandigen Komponenten sind, enthalten, wie wir finden, noch 
Isoleucin und Threonin in geringer Menge. 

Wir haben daher eine gréBere Anzah] von Versuchen unternommen, 
um die, wie anzunehmen, in geringer Menge vorhandenen Beimischun- 
gen. von isoleucin- und threoninhaltigen Komponenten von der Haupt- 
komponente des Clupeins in den durch erschépfende Olumscheidung 
erhaltenen Praparaten abzutrennen. So beobachtet man, wie im Ver- 
suchsteil beschrieben, bei der fraktionierten Fallung mit Methanol sehr 
merkliche Verschiebungen im Threoningehalt der Fraktionen, bei der 
Fraktionierung durch Fallung mit Sulfosalicylsiure solche des Isoleucin- 
gehalts, bei der- Fraktionierung durch Fillung mit Kaliumeisen(II)- 
cyanid werden beide Aminosaurebausteine in den leichtest léslichen 
Fraktionen angereichert, waihrend Versuche der fraktionierten Fallung 
mit Pikrolonséure oder mit Decansulfonsiure keine gréBeren Abwei- 
chungen in der Zusammensetzung der Fraktionen ergeben. Die voll- 
stindige, papierchromatographisch kontrollierte Abtrennung des Iso- 
leucins als Baustein haben wir dagegen durch fraktionierte Fallung des 
Pikrats aus der Lésung in wasserhaltigem Aceton mittels Wassers erreicht. 
Aus den dabei gemessenen Ausbeuten an ,,isoleucinfreiem Clupein‘, 
das die am schwersten lésliche Fraktion bildet, sowie aus der papier- 
chromatographischen Analyse der iibrigen Fraktionen kann man fol- 
gern, daB mindestens 70°, des Gesamtclupeins, wahrscheinlich aber ein 
noch gréBerer Anteil desselben, der isoleucinfreien Komponente ange- 
héren. Bemerkenswerterweise erfolgt bei dieser Fraktionierung auch 
eine starke Abnahme des Gehalts an Threonin, auf etwa ein Drittel des 
urspriinglichen, in den schwerstléslichen, isoleucinfreien Anteilen. 

Versuche einer weiteren Fraktionierung des isoleucinfreien Clupeins, 
z, B. der Fallung mit Kaliumeisen(II)-cyanid und mit Nucleinsaure, 
mit dem Ziel der vollstiindigen Abtrennung auch der threoninhaltigen 
Komponente, haben noch nicht zu einem befriedigenden Ergebnis ge- 
fiihrt. Nach den bisher gewonnenen Erfahrungen, auch nach dem Er- 
gebnis der elektrophoretischen Analyse, besteht indessen kein Zweifel, 


7 Vel. K. Felix, H.M. Rauen, W. Stamm u. G. Zimmer, 1. c.3; H.M. 
Rauen, W. Stamm u. K. Felix, diese Z. 292, 101 [1953]. 
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daB das ,,isoleucinfreie Clupein‘‘, dessen Darstellung wir beschreiben, 
ein Gemisch einer threoninfreien Hauptkomponente und einer in ge- 
ringer Menge vorhandenen threoninhaltigen Komponente darstellt. Die 
Abtrennung der letzteren wird unsere nachste Aufgabe sein. Denn die 
Analyse der Feinstruktur eines Protamins, die wir anstreben, ist nur 
an einer einheitlichen Komponente sinnvoll und durchfiihrbar. Sie 
wird sich letztlich allerdings nicht nur auf die Hauptkomponente eines 
natiirlichen Protamingemisches beschrinken diirfen; denn es ist eine 
offene Frage, ob die in einem natiirlichen Protamingemisch in gerin- 
gerer Menge beobachteten Komponenten, wie wir annehmen, etwa 
dem Vorhandensein noch nicht ausgereifter Fischtestikel im Ausgangs- 
material entstammende Beimischungen darstellen, oder aber, ob gerade 
ein System von Komponenten verschiedener Zusammensetzung und 
verschiedenen Molekulargewichts fiir das Protamin der reifen Testikel 
charakteristisch ist. 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung von Rohclupein: Aus insgesamt 19,3 kg frischer, ausgereifter 
Heringstestikel®, in Portionen von 2 kg verarbeitet, gewann man durch Trocknen 
mit Alkohol und Ather 3,79 kg Trockensubstanz. Diese wurde nach dem Verfahren 
von Kossel und Schmiedeberg®, der Umsetzung mit Kupferchlorid und Aus- 
fallung des in das Pikrat iibergefiihrten Clupeins aus seiner Lésung in waBr. Aceton 
mittels Schwefelséure, zu Clupeinsulfat verarbeitet. Man erhielt 700 g Sulfat, vom 
Quotienten N: NH, = 63, welche nach vorgenommener Verdauung mit Pepsin, 
zur Abtrennung protaminfremder Beimischungen, und nochmaliger Umfallung tiber 
das Pikrat 593 g Rohclupeinsulfat vom Quotienten N : NH, = 82 ergaben. 

Reinigung durch Umscheidung als O01: Zur weiteren Reinigung verfuhr 
man zunichst, wie friiher beschrieben!®, nach dem Prinzip der Umscheidung aus 
einer bei 30—40° gesatt. Lésung (etwa 7-proz.) durch Abkiihlen auf 0°, wobei das 
Clupeinsulfat in Form eines Oles sich abscheidet. Durch oftmals wiederholte, 
wochenlange Fraktionierung auf dieser Grundlage, fiir deren Erfolg als MaBstab 
die Bestimmung des Quotienten N: NH, diente, erhielt man die gesamte Substanz, 
abziiglich der fiir die zahlreichen Analysen verbrauchten Mengen, letztlich in zwei 
Fraktionen von jeweils konstant bleibendem Quotienten, nimlich einer schwer- 
loslichen Hauptfraktion von 498 g und einem Quotienten 122 und einer zweiten, 
leichter léslichen Fraktion von nur 9 g mit dem Quotienten N: NH, = 22, also 
einem viel héheren Gehalt an freiem Aminostickstoff; unter Beriicksichtigung der 
bei der Fraktionierung erfolgten EinbuBen an Substanz ist danach der Anteil an 
leichter loslicher Beimischung von niedrigem Quotienten im Rohclupein auf etwa 
3°5 zu schatzen. 

Bestimmung der amino-endstandigen Bausteine: Die Umscheidung 
aus waBr. Lésung in der Kalte bedeutet, wie die Bestimmung der amino-end- 
stindigen Aminosauren in den beiden Endfraktionen erkennen laBt, eine Fraktio- 


8 Wir verdanken das Ausgangsmaterial dem freundlichen Entgegenkommen 
der Firma Martin Johannsons Fiskaffar A.-B. in Goteborg; fiir die Bereit- 
stellung der Mittel zum Erwerb und Versand des Materials sind wir Herrn Prof. 
Dr. A. Stoll, Basel, zu besonderem Dank verpflichtet. 

® Vgl. A. Kossel, Protamine und Histone, 8.19, Leipzig und Wien 1929; 
vgl. auch O. Schmiedeberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Phar- 
makol. 48, 57 [1899]. 

10 E.Waldschmidt-Leitz, Fr. Ziegler, A. Schaffner u. L. Weil, diese Z. 
197, 224 ff. [1931]. 
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nierung nach amino-endstandigem Prolin; denn die Hauptfraktion (Qu. = 122) 
enthalt ausschlieBlich Prolin als amino-endstaindigen Baustein, waihrend in der 
leichter léslichen Beimischung auBer Prolin eine erhebliche Menge endstiandigen 
Arginins gefunden wird!!; die prolin-endstandige Hauptkomponente ist also durch 
eine viel geringere Léslichkeit ausgezeichnet. Der fiir das so gereinigte Clupein 
gemessene hohe Quotient ist nicht auf eine gréBere Kettenlinge, sondern auf die 
Endstandigkeit von Prolin zuriickzufiihren, das mit Salpetriger Saure nicht reagiert. 
Ausfiihrung der Endgruppenbestimmung: Auf 500 mg Substanz, in 
50 ccm Wasser gelést, lie8 man nach Zusatz von 250 mg Natriumhydrogencarbonat 
500 mg Dinitrofluorbenzol in 50 cem Alkohol bei Zimmertemperatur 3 Tage lang 
unter haufigem Umschiitteln einwirken!®. Nach Entfernung des Alkohols im Vak. 
trennte man das iiberschiissige Reagens durch Ausschiitteln mit wasserhaltigem 
n-Butanol aus der verbliebenen waBr. Loésung wie aus dem abgeschiedenen OI ab 
und engte nach Neutralisation beider mit verd. Salzsiure zur Trockene ein. Der 
Trockenriickstand wurde nach mehrmaligem Auswaschen mit wenig Eiswasser 
wiederum mit Alkohol und Ather getrocknet; Ausb. 350 mg Substitutionsprodukt. 
a) 12,3 mg Substitutionsprodukt der Hauptfraktion (Qu. = 122), bzw. 
b) 11,2 mg der Nebenfraktion (Q = 22) wurden mittels 5,0 cem 12-n.HCl 24 Stdn. 
im EinschluBrohr bei 110° hydrolysiert. Nach Entfernen der Salzséure im Vak. 
wurde in 50 ccm Wasser aufgenommen und mit Ather ersch6pfend extrahiert; hier- 
bei verblieb zu a) eine farblose, zu b) eine gelb gefarbte wir. Mutterlauge. Aus 
den ather. Ausziigen wurde der Ather durch Abdampfen entfernt und der Riick- 
stand in 5,0 ccm Methanol aufgenommen. Jeweils 0,30 ccm der Methanollésung 
unterwarf man dann der Chromatographie (absteigend) auf Schleicher & Schiill- 
Papier 2043 B nach den Angaben von Felix und Krekels™ (Papier gepuffert 
mit eae ee py 6, Lésungsmittelgemisch: 50% sek. Butanol, 30% Methyl- 
acetat, 16% 0,5-n.HCl, 4% Isopropylchlorid). Das Chromatogramm zeigte a) einen 
gelben Fleck, alae. dem Ry-Wert 0,53 (fiir DNP-Prolin gemessen Ry 0,51), 
und einen weiteren entspr. dem Rp-Wert 0,88 (fiir Dinitrophenol gemessen 
Ry 0,88), b) zwei gelbe Flecken von Ry 0,55 (DNP-Prolin) bzw. 0,88 (DN-Phenol). 
Die im Versuche zu b) nach dem Ausathern verbliebene, gelb gefairbte waBr. 
Mutterlauge wurde mit -Butanol bis zur Farblosigkeit ausgeschiittelt und der nach 
dem Abdampfen des Butanols im Vak. verbliebene Riickstand in 5,0 eem Methanol 
aufgenommen. 0,30 ccm der Methanollésung ergaben, wie oben chromatographiert. 
nur einen gelben Fleck vom Ry-Wert 0,40 (fiir DNP-Arginin gemessen Ry 0,41). 
Die von Schramm und Braunitzer™ bei der Hydrolyse von DNP-Tabak- 
mosaikvirus mit Saéuren beschriebene Zerstérung von DNP-Prolin konnten wir 
nicht beobachten. Weder bei der Einwirkung von 12-n.HCl auf DNP-Prolin allein 
noch i. Ggw. von Clupein unter den Bedingungen der EiweiBhydrolyse sind, wie 
quantitative Bestimmungen der Ausbeute an DNP-Prolin ergeben haben, gréBere 
Verluste zu bemerken; auch entspricht die in unseren Versuchen gemessene Aus- 
beute an DNP-Prolin aus der substituierten Hauptkomponente des Clupeins von 
etwa 2°, dem fiir das Clupein angenommenen Mol-Gew. von etwa 4000”. 


Versuche zur Fraktionierung von gereinigtem Clupeinsulfat 

a) Fraktionierte Fallung mit Methanol: Zu der Lésung von 3,0 g ge- 
reinigtem Clupeinsulfat in 70 cem Wasser von 37° fiigte man tropfenweise Methanol 
bis zum Auftreten einer deutlichen Triibung (insgesamt 5,0 ccm, entspr. einem 
Methanolgehalt von 7°4) und belieB sie dann iiber Nacht bei 37°; vom 6lig abge- 
schiedenen Niederschlag wurde abdekantiert, die Mutterlauge wiederum mit Me- 








1 Zur Bestimmung der carboxyl-endstandigen Bausteine in beiden Frak- 
tionen siehe E. Waldschmidt- Leitz u. K. GauB, diese Z. 298, 12 [1953]. 

22 Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. L. Pflanz, 1. c.1. 

13K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 290, 78 (1952) 

4G. Schramm u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 8b, 61 [1953]. 

16 Siehe dazu K. E. Rasmussen u. K; Linderstrém-Lang, diese Z. 227, 
118 1934]. 
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“ thanol versetzt (bis zu einem Gehalte entspr. 20°), vom Abgeschiedenen dekantiert 
nt und auf die gleiche Weise noch zwei weitere Fraktionen, entspr. einem Methanol- 

Age gehalte von 26 bzw. 40% gewonnen; aus der restlichen Mutterlauge endlich fallte 

rch man nach deren Einengen i. Vak. bei 30° auf ein geringes Volumen noch in Lésung 

aie verbliebene Substanz mittels eines Uberschusses an Methanol. 

rt. Ausbeuten: Frakt. I ( 7% Methanol) 1,40 g entspr. 47% 


Frakt. IT (20° Methanol) 0,68 g entspr. 23% 
Frakt. III (26°, Methanol) 0,32 g entspr. 11%, 
Frakt. IV (40% Methanol) 0,40 g entspr. 14% 














“ig Frakt. V (OUberschuB) 0,04 g entspr. 1% 

om Die so erhaltenen Fraktionen wurden jeweils in wenig warmem Wasser gelost, 
ab mit einem Uberschu8 von Athanol gefallt und mit Alkohol und Ather getrocknet. 

Jer Die Fraktionen I und IV (schwerst- bzw. leichtest lésliche) wurden sodann in Mengen 

' von 100 bis 300 mg mit 10ccm 6-n.HCl 24 Stdn. bei 110° im EinschluBrohr hydroly- 
t. 

W. 

n. 

: : x lleu 

os Arg» \ Ser <* Thr Ala/Pro Val sie 

k- Ausgangsclupein 

ng 

ll 2 

rt 

1. Arg \ Ser *Thr\ Ala) SO in, 

r a Methanol, Fraktion I 

n 

) 3 

t Arg Y¥ Ser “Thr \_/Ala/Prn / Val aa 

ol Methanol, Fraktion 

t, Abb. 1—3. MeBkurven der Chromatogramme zu a). 


ir siert, die Hydrolysate nach dem Abdampfen der Salzsaure in geeigneten Mengen 
n der papierchromatographischen Analyse unterworfen (absteigend, Lésungsmittel- 
ie gemisch: 75% n-Butanol, 15°, Ameisensiure, 10°, Wasser) und die Papierchro- 
e matogramme nach dem Anfarben mit Ninhydrin mittels des Elphor-Photometers™ 
ausgewertet. Die MeBkurven sind zusammen mit den fiir das Ausgangsmaterial 
n gewonnenen in den Abb. 1—3 wiedergegeben; sie lassen keine betrachtlichen Ver- 
schiebungen in der Bausteinzusammensetzung der Fraktionen erkennen. Eine deut- 
liche Anderung in der Zusammensetzung ergab indessen die quantitative Bestim- 
mung des Threoningehaltes, die nach dem Verfahren von Winnick’” mit Per- 























| angew. Verbr. . | Threonin- 
n fa Subst. com Threonin Gehalt 
mg N in mg 0,02-n.J mg % 
Ausgangsmaterial 
(nicht fraktion.) 6.41 30.85 1.29 0.38 1.25 
Frakt. I 2.25 10.80 0.39 0.12 1.07 
Frakt. IV 2.75 13.20 0.64 0.19 1.44 


16 Vgl. E. Hiller, Fr. Zinnert u. G. Freese, Biochem. Z. 328, 245 [1952]. 
17 Th. Winnick, J. biol. Chemistry 142, 461 [1942]. 
18 Best. nach Kjeldahl. 
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jodat vorgenommen wurde, namlich eine Abnahme an Threonin in der schwerst- 
léslichen (Frakt. I) und eine Zunahme desselben in der leichter léslichen Frakt. (IV). 

b) Fraktionierte Fallung mit Sulfosalicylsiure: Zu der Lésung von 
1.0 g gereinigtem Clupeinsulfat in 35 cem Wasser von 37° fiigte man tropfenweise 
3.0 ccm einer 20-proz. Sulfosalicylsiurelésung, zu der von dem éligen Niederschlag 
abdekantierten Mutterlauge weitere 3.0 com des Reagens, aus der dann verblie- 
benen Mutterlauge endlich fallte man mit einem Uberschu8 von Sulfosalicylsaure. 
Die erhaltenen drei Fraktionen wurden jeweils durch zweimaliges Auflésen in 
40 ccm Wasser von 80° und Wiederabscheiden in der Kalte gereinigt, darauf mit 
Ather getrocknet. Ausb. an Fraktion I 0.70 g, an Fraktion IT 0,46 g, an Fraktion III 
0,05 g, entspr. 58 bezw. 38 bzw. 4%. 

















4 
Arg Ser \/Thr \ AAla/Pro Val Hleu 
Sulfosalicylséure, Fraktion I 
. Tleu 
Val 
Sulfosalicylsaure, Fraktion I 
. Il 
J va SS 
Kaliumeisen(I)-cyanid Fraktion I 
7 \ 7. leu 
Arg fs Ser Sf Thr \_Jala/Pro Mls ‘ 





Kaliumeisen(I)-cyanid Fraktion I 
Abb. 4—7. MeBkurven der Chromatogramme zu b) und e). 


Die Hydrolysen der Fraktionen I und II sowie die chromatographische Aus- 
wertung der Hydrolysate, deren MeBkurven in den Abb. 4 und 5 wiedergegeben 
sind, wurden, wie unter a) angegeben, durchgefiihrt. Es ergab sich eine betracht- 
liche Abnahme im Gehalt an Isoleucin bei der schwerer léslichen Fraktion I, 
wahrend deutliche Verschiebungen in der Beteiligung der iibrigen Aminosaure- 
bausteine nicht zu bemerken waren. 

c) Fraktionierte Fallung mit Pikrolonsaure: Die warme waBr. Lésung 
von 0,05 g gereinigtem Clupeinsulfat wurde mit einer gesitt. waBr. Lésung von 
Pikrolonsaure in dreiFraktionen gefallt, die in der Zentrifuge abgetrennten, galler- 
tigen Niederschlage der Pikrolonate wurden mittels Alkohols und Athers getrocknet. 
Ausb. an Fraktion I 0,16 g, an Fraktion II 0,27 g, an Fraktion III 0,19 g, entspr. 
26 bzw. 44 bzw. 30%. 

Die Auswertung der aus den drei Pikronolatfraktionen nach der Hydrolyse 
erhaltenen Chromatogramme ergab in keinem Falle eine deutliche Verschiebung 
in der Aminosaéurezusammensetzung, so daB auf die Wiedergabe der MeBkurven 
verzichtet werden kann. 

d) Versuche zur Fraktionierung mit Decansulfonsaure: Clupein 
wird aus der waBr. Lésung des Sulfats durch decansulfonsaures Natrium als Salz 
in Form eines zahen, éligen Niederschlags gefallt, der nach dem Waschen und 
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Trocknen bei 100° in eine glasharte, kristalline Masse iibergeht (aus 1,0 g Sulfat 
erhalten 1,625 g decansulfonsaures Salz). 

Versuche der fraktionierten Fallung des Sulfats ergaben, der chromatogra- 
phisch ermittelten Zusammensetzung der Fraktionen nach zu urteilen, keine merk- 
lichen Unterschiede der erhaltenen Fraktionen in der Bausteinbeteiligung, ins- 
besondere hinsichtlich ihres Gehaltes an Isoleucin und Threonin. Auch die frak- 
tionierte Fallung des in Kisessig (1,30 g decansulfonsaures Clupein in 20 ccm) oder 
in Alkohol (1,0 g in 100 cem) gelésten Salzes mit Wasser (in Anteilen von 4, 13 
und 15 ccm, bzw. von 90 und 100 ccm zugefiigt) erbrachte keine nennenswerte 
Verschiebung der Bausteinkomponenten in den gewonnenen Fraktionen. 

e) Fraktionierte Fallung mit Kaliumeisen(II)-cyanid: Zur Lésung 
von 1,0 g gereinigtem Clupeinsulfat in 40 cem Wasser von 37° fiigte man 0,15 ccm 
20-proz. Kaliumeisen(II)-cyanidlésung, zu der vom ausgefallenen O1 abgetrennten 
Mutterlauge weitere 0,10 ccm, aus der verbliebenen Mutterlauge fallte man dann 
den Rest des Clupeins mittels 0,15 ccm des Reagens. Die abgeschiedenen drei 
Fraktionen von 0,42 bzw. 0,29 bzw. 0,25 g (entspr. 44 bzw. 30 bzw. 26% Ausb.) 
wurden durch Behandeln mit absol. Alkohol getrocknet und in feste Form iiber- 
gefiihrt; ihre Hydrolyse wurde dann ohne vorherige Entfernung des Kalium- 
eisen(ITI)-cyanids mit 6-n.HCl vorgenommen, da das Kaliumeisen(II)-cyanid hierbei 
zerstért und das entstehende Eisen bei der Neutralisation des Hydrolysats ab- 
geschieden wird, also die papierchromatographische Analyse nicht beeintrachtigt. 

Die Auswertung der Chromatogramme fiir die schwerst- und fiir die leichtest- 
lésliche Fraktion (I bzw. III), deren MeBkurven in den Abb. 6 und 7 wiederge- 
geben sind, ergab eine betrichtliche Abnahme der Beteiligung von Threonin wie 
von Isoleucin im schwerer léslichen und eine bemerkenswerte Anreicherung dieser 
beiden Aminosauren in dem leichter léslichen Anteil. Die beobachtete Verschiebung 
im Threoningehalt geht auch aus den nachstehend angefiihrten Ergebnissen der 
Threoninbestimmung mittels Perjodats hervor. 


























angew. Verbr. Threonin | Threonin- 
Zz Subst. ccm Gehalt 
mg N** in mg 0,02-n.J mg % 
Ausgangsmaterial 
(nicht fraktion.) 6,41 30,85 1,29 0,38 1,25 
Frakt. I 4,59 22,06 0,77 0,23 1,04 
Frakt. IIT 5,17 24,86 1,12 0,33 1,38 





Gewinnung von isoleucinfreiem Clupein: Eine vollstandige Abtren- 
nung der isoleucinhaltigen Komponente im Clupein lieB sich durch fraktionierte 
Fallung des Pikrats aus der Lésung in wasserhaltigem Aceton mittels Wassers 
erreichen. Das hierbei befolgte Verfahren der Fraktionierung ist nachstehend 
beschrieben: 

Aus 3,50 g gereinigtem Clupeinsulfat erhielt man durch Fallung mit gesatt. 
Natriumpikratlésung nach dem Auswaschen und Trocknen im Exsiccator 5,15 g 
Pikrat. Diese wurden in 100 ccm Aceton-Wasser-Mischung (3:1) gelést und die 
Lésung nach dem Abfiltrieren von Verunreinigungen mit 20 com Wasser versetzt. 
Von dem nach langerer Aufbewahrung im Eisschrank abgeschiedenen dligen Pikrat 
dekantierte man und gewann aus der Mutterlauge durch Zusatz von weiteren 
20 com Wasser einen zweiten Anteil des Pikrats, aus der Mutterlauge desselben 
fallte man dann das restliche Clupein nach Zugabe von Alkohol mittels 2-n.H,SO, 
unmittelbar als Sulfat. Die Pikratfraktionen selbst wurden nach Wiederauflésen 
in Aceton-Wasser und Zugabe des halben Volumens Alkohol ebenfalls durch Fallung 
mit 2-n.H,SO, in Sulfat iibergefiihrt. Mit der so gewonnenen schwerstléslichen 
Fraktion wurde dann nach deren nochmaliger Umwandlung in Pikrat (angew. 
1,52 g Sulfat) eine weitere, ahnliche Fraktionierung durchgefiihrt. 
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Der Gang der eingeschlagenen Fraktionierung wird durch nachstehendes Fr 
Schema veranschaulicht (Angaben in Klammern beziehen sich auf die erhaltenen fer 
Mengen an Sulfat, die angeg. Ausb. jeweils auf das urspriingliche Ausgangsmateria)). mi 

Ausgangsmaterial (3,50 g) i 
& fe ; = 
Frakt. I II III i 
(2,0 g, 57%) (1,2 g, 34%) (0,18 g, 5%) " 
} n 
weiter fraktioniert 1,52 g . 
= =a = Fr 
' | Y Fi 
Frakt. La Ib Ic Fi 
(1,20 g, 35%)  (0,22g, 11%) (0,10 g, 5%) 


Die aus den Hydrolysaten der einzelnen Fraktionen gewonnenen Chromato- 
gramme, deren MeBkurven fiir die Fraktionen I, II, III sowie Ia in den Abb. 8—11 
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Abb. 8-11. MeBkurven der Chromatogramme von Fraktion I, II, III und Ia. 








wiedergegeben sind, ergeben eine eindeutige Veranderung des Gehaltes an Iso- 
leucin der Art, daB die schwerer léslichen Fraktionen jeweils armer an Isoleucin, 
die leichter léslichen isoleucinreicher gefunden werden; gleichartig, aber nicht in 
gleichem Ausmafe, verschiebt sich der Gehalt an Threonin. Die schwerstlésliche 
erhaltene Fraktion Ia, aus der zweiten Fraktionierungsstufe, findet man chro- 
matographisch vollkommen frei von Isoleucin, sie enthalt aber noch Threonin, 
wenn auch viel weniger als das Ausgangsclupein. Die MeBkurven lassen ferner er- 
kennen, daB mit der Anreicherung des Isoleucins im leichtest léslichen Anteil eine = 
Abnahme des Valingehaltes verbunden ist, die isoleucinhaltige Clupeinkompo- 
nente scheint danach weniger Valin zu enthalten als die isoleucinfreie. 5 

Die mit der Fraktionierung einhergehende und durch die Chromatogramme 
angedeutete Abnahme des Gehalts an Threonin in den jeweils schwerer léslichen 
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4) 
es Fraktionen und die Anreicherung dieser Aminosaure in den leichter léslichen wird 
n ferner durch die nachstehend angefiihrten Ergebnisse der Threoninbestimmungen 
i). mittels Perjodats eindeutig belegt. 
angew. Verbr. Threonin | Threonin- 
io Subst. ecm Gehalt 
mg N in mg 0,02-n.J mg /S 
Ausgangsmaterial 
(nicht fraktion.) 6,41 30,85 1,29 0,38 1,25 
Frakt. I 4,87 23.40 0,50 0,15 0,64 
Frakt. IT 2,73 13,30 0,58 0,17 1,30 
Frakt. IIT 2,50 12,02 0,67 0,20 1,65 
Frakt. La 2,60 12,50 0,18 0,05 0,43 
_ In ahnlichem Sinne wie die oben angefiihrte verlauft die Fraktionierung der 
1 in Aceton-Wasser gelésten Pikrate durch Fallung mit Alkohol statt mit Wasser; 


auch auf diesem Wege lat sich eine isoleucinfreie und an Threonin stark verarmte 
Clupeinfraktion gewinnen. 

Vergleichende quantitative Bausteinanalysen des nicht fraktionierten und 
des isoleucinfreien Clupeins nach dem Verfahren von Stein und Moore?® sind in 
Vorbereitung und sollen demnachst veréffentlicht werden. 

Zur Frage der Einheitlichkeit des isoleucinfreien Clupeins: a) Be- 
stimmung der Léslichkeitskurve: Zur Frage der Einheitlichkeit wurde die 
Bestimmung der Léslichkeit in gesitt. Lésung in Gegenwart steigender Mengen 
von Bodenkérper nach dem Vorgange von Kunitz und Northrop?® heran- 
gezogen und mit der des nicht fraktionierten Clupeins verglichen. Sie lie8, wie aus 
der nachstehenden Tab. sowie aus der Abb. ersichtlich ist, keine Unterschiede im 
Léslichkeitsverhalten des nicht fraktionierten Clupeins einerseits und des iso- 
leucinfreien Clupeins andererseits erkennen. 


I | : 











ES 





= 
s 





Clupein gelost (mg) 








50 DT 
| 
| 























50 100 150 200 250 300 
angew. Clupein(mg) —— 


Abb. 12. Léslichkeitskurven von nicht fraktioniertem und von isoleucinfreiem 
Clupein. 
(x = nicht fraktioniertes, o = isoleucinfreies Clupein). 


19 W.H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 176, 337, 367 [1948]; 178, 

53 [1949]. 
20 M. Kunitz u. J. H. Northrop, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. 
Biol. 6, 325 [1938]. 
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Léslichkeitsbestimmungen von nicht fraktioniertem 
und von isoleucinfreiem Clupein 
(steigende Mengen bei 20°, in 4,0 com H,O geliést bzw. bis zur Einstellung des 
Lésungsgleichgewichts belassen). 








Clupein, nicht fraktioniert Clupein, isoleucinfrei 
angew. Subst. mg | gef. mg N in] ccm | angew. Subst. mg | gef. mg N in 1 cem 

108,2 5,6 135,9 Gl 
139,2 7,2 151,6 7,9 
160,0 8,3 170,0 8,8 
173,3 9,0 181,5 9,4 
182,7 9,2 191,9 9,5 
193,4 9,3 211,2 9,5 
212,2 9,5 231,3 9,5 
242.0 9,5 











b) Elektrophoretische Analyse: Die elektrophoretische Analyse ergab 
bei pu 5,3 neben einer stark ausgeprigten Hauptkomponente noch eine in ge- 
ringerer Menge vorhandene zweite Komponente”!. 

ce) Versuche zu weiterer Fraktionierung: 1. Fallung mit Kalium- 
eisen(II)-cyanid. Der Versuch, durch fraktionierte Fallung mit Kaliumeisen(II)- 
cyanid, welche bei der Anwendung auf nicht fraktioniertes Clupeinsulfat, wie zu- 
vor beschrieben, zu einer Abnahme des Threoningehaltes in den schwerstléslichen 
Fraktionen gefiihrt hatte, wurde zur Beurteilung der Frage unternommen, ob das 
gewonnene isoleucinfreie Clupein sich so noch weiterhin in einen threoninfreien und 
einen threoninhaltigen Anteil zerlegen lieBe. 

1,21 g isoleucinfreies Clupein, bei 37° in 48 cem Wasser gelést, fallte man in 
insgesamt 5 Anteilen, nimlich durch 4malige Zugabe von je 0,10 ccm 20-proz. 
Kaliumeisen(II)-cyanid und darauf mit einem UberschuB des Reagens. Die mit 
Alkohol getrockneten Fraktionen von 0,40 bzw. 0,33 bzw. 0,23 bzw. 0,16 bzw. 
0,05 g wurden der Hydrolyse und der papierchromatographischen Analyse unter- 
worfen; aus den erhaltenen photometrischen MeSkurven lieBen sich keine deut- 
lichen Unterschiede in der Beteiligung aer einzelnen Bausteine an der Zusammen- 
setzung entnehmen, insbesondere keine wesentliche Verschiebung im Gehalte an 
Threonin; auch ergab die Threoninbestimmung mittels Perjodats fiir die schwerst- 
und fiir die beiden leichtestléslichen Fraktionen iibereinstimmende Werte. 

2. Fallung mit Nucleinsaéure: Auch der Versuch einer fraktionierten 
Fallung des isoleucinfreien Clupeins mit Nucleinsiure, der zu dem namlichen 
Zwecke unternommen wurde, lieB keine deutliche Veranderung im Verhialtnis der 
Bausteinkomponenten in den einzelnen Fraktionen bei der papierchromatogra- 
phischen Analyse, insbesondere keine Verschiebung in der Beteiligung von Threo- 
nin erkennen. 

Ausfiihrung der Fraktionierung: 3,03 g isoleucinfreies Clupein wurden bei 20° 
in 100 ccm Wasser gelést und nacheinander mit 8,0 bzw. 15,0 bzw. 20,0 bzw. 20,0cem 
einer mit Natronlauge neutralisierten Lésung von 2,0 Nucleinsiure (aus Hefe)- 
Merck in 100 ccm Wasser gefallt. Die Niederschlige wurden in Wasser suspen- 
diert, mit jeweils 35 ccm Kupferchloridlésung umgesetzt und iiber die Pikrate 
wiederum in Sulfate iibergefiihrt; erhalten 485 bzw. 667 bzw. 436 bzw. 629 bzw. 
394 mg Clupeinsulfat. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sowie dem Fonds der Che- 
mischen Industrie danken wir ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


21 Herr Dr. E.Wiedemann, Chemisch-Pharmazeutisches Laboratorium 
der Sandoz A.-G., Basel, hatte die groBe Freundlichkeit, die Analysen fiir uns 
auszufiihren; wir sind ihm dafiir zu groBem Danke verpflichtet. 
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Zusammenfassung 


Durch wiederholte Umscheidung aus konz. waBriger Lésung lieB 
sich ein Clupeinpraparat gewinnen, das als amino-endstindigen Bau- 
stein nur Prolin aufwies. Mit diesem wurde eine gréBere Anzahl von 
Versuchen zur Fraktionierung nach dem Gehalte an Isoleucin und an 
Threonin unternommen. Durch fraktionierte Fallung der in Aceton- 
Wasser gelésten Clupeinpikrate mit Wasser oder Alkohol gelang die 
Zerlegung in einen isoleucinfreien Hauptanteil, der auch durch eine 
Abnahme des Threoningehaltes gekennzeichnet ist, und in einen iso- 
leucinreicheren Nebenanteil. 








Zur Farbreaktion der phenolischen Steroide 
mit Uberchlorsiiure * 


Von 
Dieter Pontius 


Aus der Endokrinologischen Forschungsstelle am Staatlichen Medizinaluntersuchungsamt Trier, 
Leiter: Doz. Dr. Dr. W. Zimmermann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1954) 


Die Kobersche Schwefelséurereaktion auf phenolische Steroide 
hat im Laufe der Zeit manche Verbesserung und Modifikation erlebt!. 
Da eigene Versuche in dieser Richtung zu keinem greifbaren Erfolg 
fiihrten, wurde ein neuer Weg beschritten und unter anderem an Stelle 
von Schwefelsiure Uberchlorsiure als Reagens angewandt. 

Uberchlorsaure bildet analog der Schwefelsiure mit phenolischen 
Steroiden Farbkomplexe, die eine photometrische Auswertung gestatten. 
In einer vorlaufigen Mitteilung? wurde die Methode beschrieben. 

_  Dabei wird der Endextrakt zur Trockne gebracht und tropfenweise 70-proz. 
Uberchlorsiure und gesatt. Pikrinsiurelésung in Chlorform hinzugegeben, das 
Ganze 5 Min. auf 100° erhitzt und der gefarbte Riickstand in einem Chloroform- 
Phenol-Gemisch aufgelést. Dazu wird absol. Ather gegeben. Diese Probe ergibt 
den Hauptwert. In einer zweiten gleichbehandelten Probe wird statt absol. Athers 
mit Perhydrol geschiittelter Ather zugegeben. In dieser Probe werden die durch 
Uberchlorsaure gebildeten Farbkomplexe zerstért, und man erhalt so den Leerwert. 

Es zeigte sich aber, daB die tropfenweise Zugabe der erforderlichen Reagenzien 
ungenau war. Darunter litt auch die Reproduzierbarkeit. 

In dieser Arbeit wird in Abainderung der Methodik die Anwendung 
einer Chloroform-Ather-Ubercklorsiure-Mischung untersucht. Weiter 
erwies sich, daB die Pikrinséurelésung iiberfliissig ist, die Fehlerbreite 
der Testwerte aber durch Zugabe von Salicylsiurelésung herabgesetzt 
wird. 

Methodik 

Reagenzien: 

Absol. Ather p. a.: Ather, welcher etwa 3 Wochen iiber Calciumchlorid gestanden 
hatte, wird mit frisch geschnittenem Natrium von den letzten Feuchtigkeits- 
spuren befreit, nach mehrtagigem Stehenlassen unter FeuchtigkeitsabschluB ab- 
destilliert und iiber Natrium aufbewahrt. Sollten sich nach einiger Zeit Natrium- 
hydroxydflocken zeigen, so ist der Ather erneut zu destillieren, da der mit Uber- 
chlorséure gebildete Farbstoff sehr empfindlich gegen Alkalien ist. 

* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefiihrt. 

1 §. Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]; Acta brevia neerl., Physiol. Phar- 
macol. Microbiol. E. H. 5, 34 [1935]; Biochem. J. 82, 357 [1938]. 

2 D. Pontius, Klin. Wschr. 81, 1010 [1953]. 
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Uberchlorsaurereagens: 0,1 cem 70-proz. Uberchlorsaure p. a. wird in 
einem Gemisch aus 3 cem absol. Ather und 7 ccm Chloroform gelést. Das Reagens 
ist unter Licht- und FeuchtigkeitsabschluB 1 Tag haltbar. 

Salicylsiurelésung: 50 mg Salicylsiure in 100 ccm Chloroform. 

Phenol-Chloroform-Gemisch: 100 ccm geschmolzenes, auf 60° erwarm- 
tes Phenol werden in 250 ccm Chloroform gelést und auf Zimmertemperatur ab- 
gekiihlt. Im Dunkeln ist das Gemisch mindestens 3 Wochen haltbar. 

Peroxydhaltiger Ather: 10 ccm Narkose-Ather werden mit 1 ccm Per- 
hydrol geschiittelt und die atherische Phase mit Narkose-Ather auf das fiinffache 
Volumen verdiinnt. Da Atherperoxyde explosiv sind, diirfen die Riickstande 
nicht destilliert werden. 

Farbansatz 

a) Mit Eichlésungen zur Aufstellung der Eichkurve (Abb. 1): In 
mehrere Reagensgliser werden verschiedene Mengen reiner Ostronlésung (ent- 
haltend absol. etwa 5—60 y) gegeben, diese verdampft, die Riickstande in 
lecem Chloroform aufgelést und 0,5 ccm 
Uberchlorsaure-Reagens und 1 cem Salicyl- | 
siurelédsung hinzugegeben. Die Glaser wer- - 
den offen nacheinander 5 Min. im siedenden ~,5 
Wasserbad erhitzt. Sollten 100° nicht er- ~ 
reicht werden, kann die Siedetemperatur 
des Wassers durch Zusatz von Glycerin er- 
hodht werden. Nach der Reaktionszeit wer- 
den sie herausgenommen und der fast zur 
Trockne eingedampfte, gefarbte Riickstand 
sofort in 4ccm Phenolgemisch gelést. Die 
Lésung wird geteilt. 2ccm ergeben, mit 10 | 
2ccem absol. Ather vermischt, den Haupt- ~ | 
wert, die restlichen 2 ccm ergeben mit 2ccm 
peroxydhaltigem Ather den Leerwert. In 
etwa 5 Min. ist die Farbung im Leerwert 
verblaBt, und die Probe wird gemessen. | 

b) Mit Harnextrakt: Zur Anwendung | 

auf Harnextrakt wird ganz analog verfah- 
ren. Der gereinigte Endextrakt wird in 1 cem 
Chloroform gelist und diese Lisung wie 2% 
oben weiterbehandelt. 
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Aufarbeitung des Harnes 


a) Hydrolyse: 100 ccm Harn werden | 
mit 15 ecm konz. Salzsiure 40 Min. unter 
RiickfluB gekocht und sofort abgekiihlt. | 

b) Extraktion: Das mit Kochsalz ge- 
sitt. Hydrolysat wird 2mal mit den glei- 
chen und 2mal mit dem halben Benzol- 10 20 =. «30 40 
volumen durch leichtes Schwenken extra- 7 Ostron —— 
hiert. Starkes Schiitteln erzeugt lastige Emul- > é 
sionen, die durch pater hn Deeeitigt Abb. 1. Eichkurve mit Ostron, 
werden. miissen Der Extrakt wird 2mal mit 
9-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung und 
mit Wasser gewaschen, die vereinigten Waschfliissigkeiten mit Benzol extrahiert 
und die vereinigten Extrakte 3mal mit 50 cem 10-proz. Natronlauge ausgewaschen. 
Die alkalische Fraktion wird mit Salzsiure angesiuert und wie oben mit Benzol 
4mal extrahiert und die Benzolphase in gleicher Weise mit Hydrogencarbonat- 
lésung und Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat etwa 1 Stde. getrocknet und 
abfiltriert. Das zuriickbleibende Natriumsulfat wird griindlich mit Benzol aus- 
gewaschen und die Benzollésung abdestilliert. 

















gemessen bei 530 my. 
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Ergebnisse 


Uber langere Zeitraume hinweg betrug bei wiederholter: M essungen 
die Extinktion von 5y Ostron (1-cm-Kiivette, Fliissigkeitsvolumen 4 cem, 
Filter S;3) konstant im Mittel 0,218. Die Streubreite betrug + 5°). 
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Ebenso wie bei reinem Ostron lag das Maximum der Absorption 
im Harnextrakt bei 530 my (Abb. 2). Die erhaltenden Normalwerte 
lagen beim Mann bei etwa 100 y/Tag und schwankten bei der Frau im 
Bereiche von 70 bis 700 y/Tag. 

Wurde Ostron zum gereinigten Endextrakt gegeben, so wurde es 
quantitativ wiedergefunden. Nach Zugabe zum hydrolysierten Harn 
wurden nur tiber 50° wiedergefunden. Die Anwendung der Zimmer- 
mannschen Reaktion brachte das gleiche Ergebnis. Der aus Ostron 
und m-Dinitrobenzol in alkoholischer Lésung gebildete Farbstoff lieB 
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sich wie die analogen mit Androsteron erhaltenen Fiarbungen? mit 
Ather ausschiitteln. Auch hier wurden nur bis etwas tiber 50% des dem 


Harnhydrolysat zugesetzten Ostrons wiedergefunden. 


Diskussion 


Der gerade Verlauf der Eichkurve im Bereich von 2,5 y (e 0,1) 
bis 40 y (¢€ 1,67) beweist, daB das Lambert-Beersche Gesetz erfiillt ist 
und damit die Brauchbarkeit der Uberchlorsiure-Reaktion zur Bestim- 
mung der phenolischen Steroide. 

Die durch Uberchlorsiure und phenolische Steroide erhaltenen 
Farbkomplexe sind, im Phenol-Chloroform-Gemisch gelést, verhaltnis- 
miBig stabil. So kann der peroxydhaltige Ather verdiinnt angewandt 
werden, und die etwas laingere Zeit (etwa 5 Min.) bis zur Zerstérung der 
Farbstoffe fiir den Leerwert verandert die Farbkomplexe fiir den Haupt- 
wert nicht. Durch die Verdiinnung des peroxydhaltigen Athers soll 
erreicht werden, daB die indifferenten braunen Farbungen sich nicht 
verandern und so das Ergebnis verfialschen. Normalerweise ist ein 
deutliches Maximum bei 530 my vorhanden. Ist das nicht der Fall, so 
erscheint es besser, die Messung nicht zu verwerten. 

Die unvollstandige Wiederauffindung von Ostron, das dem hydroly- 
sierten Harn zugegeben worden war, scheint darauf hinzuweisen, daB 
die bisher tibliche Aufarbeitung des Harnextraktes zur Isolierung der 
phenolischen Steroide noch weiterer Verbesserung bedarf, da ihre durch 
die Phenolgruppierung bedingte Wasserléslichkeit ihre quantitative 
Aufarbeitung erschwert. 

Mit dieser Reaktion ist die Anwendung der Uberchlorsaure bei der 
chemischen Bestimmung der Steroidhormone nicht erschépft. Es ware 
eine lohnende Aufgabe zu iiberpriifen, ob nicht manche andere der zahl- 
reichen Reaktionen auf Steroidhormone, die mit Schwefelsiure ausge- 
fiihrt werden, mit Uberchlorsiure bessere Ergebnisse bringen wiirden. 
Nach eigenen Erfahrungen reagiert z. B. Dehydroisoandrosteron analog 
der Dirscherlschen Reaktion mit einer Blaufirbung und Cholesterin 
analog der Liebermannschen Reaktion mit einer Rotfarbung. Ob diesen 
Reaktionen analytische Bedeutung zukommen wird, miissen weitere 
Versuche erweisen. 


Zusammenfassung 


Es wird eine einfache Farbreaktion zur Bestimmung der phenoli- 
schen Steroide mit Uberchlorsiure beschrieben. Isolierung und Reinigung 
der phenolischen Steroide bediirfen noch weiterer Verbesserung. Die 
Anwendung der Uberchlorsiiure auf andere Steroide erscheint méglich. 


3 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
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Zur Eisenbestimmung im Serum mit o-Phenanthrolin 
Von 
F. Scheibl und D. Saffer 
Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Innsbruck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1954) 


Bei der Eisenbestimmung im Serum mit o-Phenanthrolin (0-Ph) 
nach Heilmeyer und Plétner! haben wir trotz genauester Einhaltung 
der Arbeitsvorschrift wiederholt gréBere Abweichungen bei Doppel- 
bestimmungen erhalten, die AnlaB zu systematischen Untersuchungen 
waren. Die Durchsicht der Literatur ergab, da bereits Schmidt? ahn- 
liche Abweichungen beobachtet hat und darauf hinweist, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration im Bestimmungsverfahren eine wesentliche 
Rolle spielt, eine Tatsache, auf die auch Schafer® aufmerksam gemacht 
hat. 


Schafer fand, daB bei py 5,5 und 4,0 die Eisenwerte erheblich tiefer liegen, 
wahrend bei py 3—1,94 bzw. auch unter 1,94 richtige Werte gefunden wurden. 
Seine Methodik besteht darin, daB er 5 ccm einer Hisen(III)-chloridlésung mit 
4 ccm 6-n.HCl ansauert, diese Lésung nach einiger Zeit mit 25-proz. Ammoniak 
gegeniiber p-Nitrophenol alkalisiert und durch tropfenweisen Zusatz von n/2-H,SO, 
wieder ansduert. Zur Reduktion von Fell! zuFe!! verwendet er 0,5 ccm 4-proz. 
war. Hydrochinonlésung und setzt schlieBlich 0,5 cem 1-proz. o-Ph-Lésung zu, 
wobei er ein Gesamtvolumen von ca. 12 ccm erreicht. Schafer verzichtet bei der 
Eisenbestimmung im biologischen Material auf den Schwefelsiurezusatz und ver- 
wendet zur Erreichung des erforderlichen py-Wertes < 3 eine mit n/20-H,SO, 
bereitete o-Ph-Lésung. 

Schmidt iiberpriifte die Abhangigkeit der Farbintensitat von der Wasser- 
stoffionenkonzentration, indem er zu einer Eisenlésung bekannten Gehaltes nach 
Neutralisation mit Ammoniak steigende Mengen von ‘n/2- -H,SO, mit den Grenz- 
werten 0,005 und 0,220 ccm zusetzte und die Bestimmung bei einem Gesamt- 
volumen von etwa 1 cem durchfiihrte, wobei er die Farbe durch Zusatz von 3 
Tropfen 2-proz. Hydrochinon und 3 Tropfen 1-proz. o-Phenanthrolin entwickelte. 
Er findet mit steigender Aciditat zunehmende Extinktionswerte, die bei einem 
UberschuB von 0,060 cem den theoretisch errechneten Eisenwert erreichen. Nach 
Verbleiben der Extinktionswerte auf dieser Héhe bis zu einem Schwefelsaure- 
zusatz von 0,120 ccm beobachtet er aber bei weiterem Zusatz von itiberschiissiger 
Schwi efelsaiure ein starkes Absinken der Farbintensitat. 

Uber die theoretischen Zusammenhinge bei der Bildung des o-Ph-Komplexes 
geben Arbeiten von Lee, Kolthoff und Leussing* ausfiihrlich Aufschluf. 
is ergeben sich daraus 2 wesentliche Gesichtspunkte, die bei der Eisenbestimmung 





1, Heilmeyer u. K. Plétner; Das Serumeisen und die Eisenmangelkrank- 
heit, Verlag G. Fischer, Jena, 1937. 

2 H. G. Schmidt, Biochem. Z. 305, 104 [1940]. 

3’ K. H. Schafer, Biochem. Z. 304, 417 [1940]. 

47.8. Lee, J. M. Kolthoff u. D. L. Leussing, J. Amer. ciem. Soc. 70, 
2348, 3596 [1948]; J. M. Kolthoff, D. L. Leussing u. T.8. Lee, J. Amer. 
chem. Soc. 72, 2173 [1950]. 
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mit o-Ph zu beachten sind: Die Rotfarbung beim Zusammenbringen von Fell- 
Ionen mit o-Ph beruht auf der Bildung des Eisentriphenanthrolin-Komplexes 
(Fe(o-Ph),]**, der sich ausFell-Ionen und freiem o-Ph bildet. Da bei einem py 
unterhalb von 4 in steigendem MaBe das o-Ph in Phenanthrolinium-Ion iiberge- 
fiihrt wird, dieses Ion aber fiir die Bildung des [Fe(o-Ph),]** nicht befahigt ist, 
wird der [Fe(o-Ph),]**+ durch die vorhandene Wasserstoffionenkonzentration 
maBgeblich beeinfluBt, indem sich folgendes Gleichgewicht einstellt: 
[Fe(o-Ph),]++ + 3 H+ = Fet* + 3 0-Ph-H* 


Um das Gleichgewicht zugunsten des [Fe(o-Ph),]**-Komplexes zu verschieben, 
ist es notwendig, mit steigender Aciditaét auch die Konzentration des o-Ph zu er- 
héhen. Uber die quantitativen Verhaltnisse berichten die Verfasser, daB eine 
99-proz. Umsetzung zum [Fe(o-Ph),]+* immer dann erreicht wird, wenn das Ver- 
hiltnis: tiberschiiss. o-Ph-Ion zu H-Ion gleich 0,035 oder mehr ist. Aus diesen 
Untersuchungen ergibt sich, da8 im starker sauren Medium ein entsprechender 
UberschuB von o-Ph vorhanden sein mu8, um das Fell-Ion quantitativ in den 
o-Ph-Komplex iiberzufiihren. Die letztgenannten Autoren berichten ferner, dab 
mit steigendem py die Oxydationsgeschwindigkeit des Fel! zu Felll so groB wird, 
daB bei py-Werten iiber 5,5 das von ihnen verwendete Reduktionsmittel Hydroxy]- 
aminhydrochlorid nicht mehr ausreicht, um das Eisen im zweiwertigen Zustand 
zu erhalten. 

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten 
haben wir die optimalen Bedingungen fiir eine exakte Eisenbestimmung 
mit o-Ph studiert. Unsere Untersuchungen ergaben die unbedingte 
Notwendigkeit des sofortigen Siurezusatzes nach vorangegangener 
Neutralisation und die Mindestdauer einer Saéureeinwirkung vor Ent- 
wicklung des Eisenphenanthrolin-Komplexes. Diesen beiden Faktoren 
kommt besondere Bedeutung zu, da die Einstellung eines sauren py 
allein noch nicht geniigen muB, um die Bestimmung des Eisens quanti- 
tativ zu gestalten. Die von uns ausgearbeiteten Versuchsbedingungen 
beseitigen diesen Unsicherheitsfaktor und erméglichen reproduzier- 
bare Resultate, wie unsere Eisenbestimmungen an Testlésungen im 
Konzentrationsbereich von 0,2—5,0 y/cem zeigen, die einem Serum- 
Eisengehalt von 20—500 y pro 100 ccm Blut entsprechen. 


Versuche 


Fiir die Eisenbestimmung verwendeten wir eine Eisenstocklosung, die wir 
durch Lésen von 70,2 mg Eisen(II)-ammoniumsulfat (FeSO,-(NH,).SO,-6 H,O) 
in 1000 ccm 0,2-n.Schwefelsiure bereitet haben, wobei 1 ccm 10 y Eisen entspricht. 
Diese Stocklésung zeichnet sich durch gute Haltbarkeit aus. Mit Schwefelsiure 
nur schwach angesiuerte Stocklésungen® liefern nach lingerem Stehenlassen zu 
niedrige Eisenwerte. Die Verweilzeit der Lésung im schwach sauren Medium 
ist daher auf ein Minimum zu reduzieren. Fiir die niedrigen Eisenkonzen- 
trationen haben wir unsere Stocklésung mit 0,2-n.Schwefelsaure auf das 5-fache 
verdiinnt (1 ccm = 2y Eisen). Da wir die Serumeisenbestimmungen in einem 
Endvolumen von 7 ccm durchfiihren, haben wir unsere Versuche zwecks gré- 
Berer Genauigkeit in einem Volumen von 49 ccm (7-fache Menge) ausgefiihrt. 
Die Eisenlésungen (Grenzwerte 0,2—5,0 y) wurden aus Mikrobiiretten in Mef- 
kolben (Marke 49 cem) eingefiillt und durch Zusatz von 0,2-n. Schwefelsaure auf 
ein einheitliches Volumen von 3,5 ccm gebracht. Ebenso wurden die Leerwerte mit 
3,5 ccm 0,2-n. H,SO, an Stelle der Eisenlésung angesetzt; sie zeigten eine maximale 
Extinktion von 0,010. Nach Zugabe von 3 Tropfen 1-proz. alkohol. p-Nitrophenol- 


5 Klett-Summerson, Clinical Manual, Klett Manufactoring Co. New York. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. -98 18 
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lésung wurde mit 0,5-proz. Ammoniaklésung bis zur gerade auftretenden Gelv- 
farbung versetzt, sofort mit 0,2-n.H,SO, genau neutralisiert, um ein langeres 
Stehenlassen der Lésungen bei diesem py zu verhindern, und jeweils durch Zugabe 
von 0,7, 2,1 und 4,2 cem 0,2-n. H,SO, ein py von 2,6, 2,2 und 1,8 eingestellt. Die 
Einwirkungsdauer der Séure wurde auf 0, 15 und 30 Min. festgelegt. AnschlieBend 
wurden 3,5 ccm 2-proz. Hydrochinonlésung und 3,5 cem 0,5-proz. o-Ph-Lésung zu- 
gegeben und mit bidest. Wasser bis zur Marke 49 ccm aufgefiillt, wobei sich p,,- 
Endwerte im ersten Fall von 3,1, im 2. Fall von 2,8 und im 3. Fall von 2,6 ein- 
stellten. Nach 10, 20, 30 und 60 Min. wurden die Lésungen im Beckman- Quarz- 
Spektrophotometer Modell DU bei 510 my! gemessen. d 

Der von Lee, Kolthoff und Leussing* geforderte o-Ph-UberschuB ist in 
unseren Ansatzen mit 5 y Eisen (Konzentration 8,9-10-*°) als obere Grenze wie 
folgt eingehalten: 


H+t-Konz. bei py 3,1: 7,94:10-4; o-Ph-UberschuB-Konz. 1,37-10- 

H*-Konz. bei py 2,8: 1,59-10-%; o-Ph-UberschuB-Konz. 1,37-10-% 

H+*-Konz. bei py 2,6: 2,51-10-%; o-Ph-UberschuB-Konz. 1,37-10-% °&. 

Die anschlieBende Tabelle beschrankt sich auf die Wiedergabe der gefundenen 
Eisenwerte bei den Versuchsansatzen mit 0,2 und 5,0 y Eisen 10, 20, 30 und 60 Min. 
nach o-Phenanthrolinzusatz sowie bei unterschiedlicher Dauer der Saureeinwir- 
kung. Generell wurden die Versuche mit 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 und 5,0 y Eisen 
durchgefiihrt. Bei jeder Versuchsreihe wurde der jeweils gleichzeitig mitbestimmte 
Leerwert der Reagenzien beriicksichtigt. 


Eisenbestimmungen an Testlésungen nach 0, 15 und 30 Min. Saureeinwirkung 
nach Neutralisation. 


Ablesungen-10, 20, 30 und 60 Min. nach o-Phenanthrolin-Zusatz. 





Vor- | Uber- |H,SO, Dauer der o-Ph-Einwirkung in Min. 

lage schuB Kin- 10 20 30 60 
ny |H80,ieMcll # | Fe | g- | Fe | z- | Fe | #- | Fe 
iny in Min. § 5 cf : i 

° lps Wert | iny | Wert] in y | Wert | iny | We in y 












































0,2 | 0,7 0 ||0,004 | 0,14 |0,004 | 0,14 |0,005 | 0,17 | 0,005 | 0,17 
5,0 | 0,7 0 |/0,109 | 3,75 |0,123 | 4,23 |0,131 | 4,50 |0,142 | 4,88 
0,2 | 21 0 |/0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 
5,0 | 2,1 0 |/0,114 | 3,92 |0,128 | 4,40 |0,137 | 4,71 |0,149 | 5,12 
0,2 | 4,2 0 |/0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,006 | 0,21 |0,006 | 0,21 
5,0 | 4,2 0 {10,144 | 4,95 |0,149 | 5,12 |0,150 | 5,16 [0,151 | 5,19 
0,2 | 0,7 | 15 {0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,006 | 0,21 
5,0 | 0,7 | 15 [10,123 | 4,23 [0,132 | 4,54 |0,138 | 4,74 10,147 | 5,05 
0.2 | 21 | 15 |]0,004 | 0,14 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 
5,0 | 21 | 15 {10,146 | 5,02 |0,147 | 5,05 |0,147 | 5,05 |0,147 | 5,05 
0,2 | 4,2 | 15 |/0,007 | 0,24 |0,007 | 0,24 |0,007 | 0,24 |0,007 | 0,24 
5,0 | 4,2 | 15 10,149 | 5,12 |0,150 | 5,16 |0,150 | 5,16 |0,150 | 5,16 
0.2 | 0,7 | 30 |{0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 [0,005 | 0,17 
5,0 | 0,7 | 30 110,145 | 4,98 10,146 | 5,02 |0,146 | 5,02 |0,146 | 5,02 
0,2 | 2,1 | 30 {10,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 | 0,006 | 0,21 | 0,006 | 0,21 
5.0 | 2,1 | 30 |/0,149 | 5,12 |0,149 | 5,12 |0,150 | 5,16 |0,150 | 5,16 
0.2 | 42 | 30 |/0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 |0,005 | 0,17 
5,0 | 4,2 | 30 {10,150 | 5,16 |0,150 | 5,16 10,150 | 5,16 |0,150 | 5,16 


6 Der o-Ph-Uberschu8 errechnet sich aus der Gesamt-o-Ph-Konz. abziiglich 
der 3-fachen Eisen-Konz., entspr. der Formel [Fe(o-Ph),]**. 
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Zur Eisenbestimmung im Serum 


Die angegebenen Extinktionen ergeben sich aus E¥e-Lésg,-ELeerwert. 
Bei der Beurteilung der gefundenen Eisenwerte ist zu beriicksichtigen, daB 
eine Einheit in der dritten Dezimale der Extinktionen etwa 0,03—0,04 y Eisen 
entspricht (maximale Genauigkeit am Beckman-Gerat). Auf die Eisenbestimmung 
im Serum iibertragen, bedeuten diese Ablesedifferenzen am Beckman-Gerat 
3-47 %,. 

In den Kurvenbildern sind die gefundenen Eisenwerte in den Versuchsan- 
sitzen mit 5 y in % der Theorie in Abhangigkeit von der Saureeinwirkungsdauer 
und der Ablesezeit wiedergegeben. 
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Diskussion der Versuche 


Gibt man — wie aus der Tabelle ersichtlich — zu den Eisenlésungen 
nach Zusatz von 0,7 ccm Schwefelsiure sofort Hydrochinon und o-Ph 
zu (Schwefelsiure-Einwirkung = 0 Min.), so liegen die gefundenen 
Kisenwerte deutlich zu niedrig und zeigen eine steigende Tendenz, was 
dafiir spricht, daB bei Beginn der Messung noch keine stabilen Verhalt- 
nisse vorhanden sind. Dasselbe gilt auch fiir den Zusatz von groBeren 
Siuremengen (2,1 bzw. 4,2 cem 0,2-n.Schwefelsaure). 

La&t man jedoch die Eisenlésungen vor Zusatz von Hydrochinon 
und 0-Ph mit 0,7 ecm 0,2-n.H,SO, 15 Min. stehen, so liegen die gefun- 
denen Eisenwerte bereits den theoretischen Werten niher und die stei- 
gende Tendenz ist geringer. Bei Zusatz von 2,1 cem Saure zeigen nur- 
mehr die héheren Eisenkonzentrationen etwas zu niedrige Werte, wiih- 
rend bei Zusatz von 4,2 cem Siaure praktisch der theoretische Wert be- 
18* 
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reits erreicht ist und die Extinktionswerte 10 Min. nach Reagenzien- 
Zusatz vollige Konstanz aufweisen. 

LaBt man die Lésungen nach Schwefelsaurezusitzen (0,7, 2,1 und 
4,2 ccm) 30 Min. stehen, so sind alle Extinktionswerte nach 10 Min. 
konstant, jedoch liegen die Werte bei Zugabe von 0,7 ccm Saure etwas zu 
tief, waihrend bei den anderen Séurezusitzen (2,1 und 4,2 ccm) die 
theoretischen Werte erreicht werden. 

Die Tatsache, daB 0,2-n.H,SO, lingere Zeit auf die Eisenlosung 
einwirken muB, um die Bildung des Eisen-o-Ph-Komplexes quantitativ 
zu ermdglichen, ist kaum anders als durch die Annahme zu erklaren, 
daB das Eisen teilweise in einem Zustand vorliegt, der zur Komplex- 
bildung nicht befahigt ist. 


Methodik der Eisenbestimmung im Serum 


Auf Grund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse schlagen 
wir vor, die Eisenbestimmung im Serum in nachstehender Weise aus- 
zufiihren : 


Entsprechend den Angaben von Heilmeyer und Plétner werden 2 ccm 
Serum mit 1 ccm Salzsaéure (1:1) versetzt, nach gutem Durchmischen 10 Min. 
stehen gelassen, anschlieBend mit 2 ccm 20-proz. Trichloressigsiure’ enteiweiBt 
und nach 10 Min. durch ein Schwarzbandfilter 589! (Schleicher & Schiill) filtriert. 

_2,5 cem Serumfiltrat werden mit einem Tropfen p-Nitrophenollésung versetzt, 
der UberschuB von Saure mit konz. Ammoniak® weitgehend beseitigt und nahe dem 
Umschlagspunkt mit 0,5-proz. Ammoniaklésung bis zur gerade auftretenden Gelb- 
farbung alkalisiert. Die schwach alkalische Losung wird sofort mit 0,2-n.H,SO, 
genau neutralisiert, zusaitzlich mit einem Uberschu8 von 0,6 ccm 0,2-n.H,SO, 
versetzt und nach gutem Durchmischen 30 Min. stehen gelassen. Die Farbentwick- 
lung fiihrt man anschlieBend mit 0,5 cem 2-proz. Hydrochinon und 0,5 cem 0,5-proz. 
o-Ph-Lésung durch und fiillt mit bidest. Wasser auf ein Endvolumen von 7 ccm 
auf. Friihestens nach 10 Min. miBt man die Extinktion. Die Farbintensitat andert 
sich nach langerem Stehenlassen nicht. 

Der Leerwert wird in derselben Weise mit bidestilliertem Wasser an Stelle 
von Serum angesetzt. 

Die oben angefiihrten Bedingungen eines Zusatzes von 0,6 ccm 0,2-n.H,SO, 
und 30 Min. Saureinkubationszeit haben wir in Anlehnung an die Versuchsansitze 
deshalb gewahlt, um einen Sicherheitsfaktor zu haben, da bei Zugabe von zuviel 
Ammoniak bei der Neutralisation fiir kurze Zeit },;-Verhaltnisse geschaffen werden, 
die zu falschen Resultaten fiihren kénnen, wenn die anschlieBende Séureeinwirkung 
nicht lange genug andauert. 

Berechnung fiir Beckman-Spektrophotometer bei einem Endvolumen von 
7 cem (Schichtdicke 1 cm, Wellenlange 510 my): 

(E¥e-Lsg.-ELeerwert) X 3437 = y % Eisen (3437 = 7 x 4,91 x 100). 

Berechnung fiir Pulfrich-Photometer bei einem Endvolumen von 7 ccm 
(Verwendung der Mikroeinrichtung, Schichtdicke 5 cm, Filter S 50): 

k¥e-Lsg.-kLeerwert) X 3500 = Y % Eisen (3500 = 7 x 60 x 100). 

Die Absorptionskonstanten 4,91 bzw. 5,0 sind der Arbeit von Heilmeyer 
und Plétner?! entnommen. 


7 Reinigung der Trichloressigsiure durch Vakuumdestillation im Schwert- 
kolben. 

8 Die zuzusetzende Menge konz. Ammoniak muB in einem Vorversuch genau 
bestimmt werden. Wir verwenden konz. Ammoniak, um die Bestimmung in einem 


Endvolumen von 7 cem durchfiihren zu k6énnen. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird iiber die Bestimmung von 0,2—5,0 y Eisen mit o- Phenan- 
throlin berichtet. 

2. Systematische Untersuchungen haben die Notwendigkeit einer 
sofortigen Neutralisation der ammoniakalischen Lésung und einer be- 
stimmten Einwirkungsdauer der zugesetzten Schwefelsiuremengen vor 
der Farbentwicklung mit Hydrochinon und o-Phenanthrolin ergeben. 

3. Auf Grund der Untersuchungsergebnisse wird eine genaue 
Arbeitsvorschrift fiir die Eisenbestimmung im Serum mit o-Phenan- 
throlin fiir den Konzentrationsbereich 20—500 y in 100 ccm Serum 
gegeben. 
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Zur Bestimmung der intra- und extrazelluléren 
Kalium- und Natrium-Konzentrationen 
in Herz- und Skelettmuskulatur 
Von 
K. Kiihns 
Aus der Medizinischen Universitaitsklinik Géttingen, Direktor: Prof. Dr. R. Schoen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. August 1954) 


Eine optimale Kationen-Konzentration ist fiir die Kontraktions- 
und Erholungsvorginge im Muskel eine wichtige Voraussetzung, und 
die Leistungsfaihigkeit der Muskelfaser hangt von der Fiahigkeit ab, die 
hohe Konzentration von Kalium im Zellinnern und von Natrium auBer- 
halb der Zelle entgegen einem hohen Konzentrationsgefalle aufrecht zu 
erhalten!-*. In der Klinik spiegeln sich myokardiale Stérungen der 
Elektrolytkonzentrationen oft in Veranderungen des Elektrokardio- 
grammes wider, und wir konnten im Tierexperiment zeigen®, daB der 
entscheidende Faktor fiir das Auftreten der E.K.G.-Symptome Ande- 
rungen des kardialen Konzentrationsgefilles fiir Kalium und Natrium 
sind. Zur Deutung von Funktionsstérungen des Herzmuskels und der 
Skelettmuskulatur sind Bestimmungen des Gesamtgehaltes an Kalium 
und Natrium unzureichend, da dieser besonders beim Natrium stark 
mit der relativen GroBe des extrazelluliren Fliissigkeitsraumes im Organ 
schwankt und nichts iiber die Konzentrationsunterschiede beiderseits 
der Zellmembran aussagt. 

Da eine direkte Bestimmung der intrazellularen Elektrolytkon- 
zentrationen im Gesamtmuskel nicht méglich ist, muB diese tiber die 
extrazelluliren Elektrolytkonzentrationen nach Kenntnis des extra- 
zellularen Raumes (e. R.) errechnet werden. Die extrazelluliren Elektro- 
lytkonzentrationen lassen sich unter der Annahme bestimmen, daB die 
extrazellulére Fliissigkeit im Interstitium des Muskels ein Ultrafiltrat 
des Blut-Serums darstellt, in dem sich die Elektrolyte in einem Donnan- 
Gleichgewicht mit den Serum-Elektrolyten befinden. — Die Bestimmung 
des e. R. im Gesamtorganismus durch Zufuhr exogener Stoffe, die sich 


P. J. Boyle u. E. J. Conway, J. Physiology 100, 1 [1941]. 
. Fischer, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 255, 1/1952’. 
. Fleckenstein, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 246, 411 
[1942]; 250, 643 [1948]. 

4 K. E. Rotschuh, Elektrophysiologie des Herzens, Steinkopff, Darm- 
stadt 1952. 

5 A. Szent-Gy6rgyi, Bull. biol. France Belgique 96, 104 [1949]. 

®° K. Kiihns, 20. Tagung Dtsch. Ges. Kreislaufforschg. 1954; Z. Kreislauf- 
forsch., im Druck. 
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nur im extrazelluliren Milieu verteilen und deren Blutspiegel einen 
RiickschluB auf die GréBe des Verteilungsraumes erlaubt, ist mit ver- 
schiedenen Methoden durchgefiihrt worden. 


Soberechneten Peters’ und Darrow® denChlor-Raum des menschlichen K6r- 
pers unter der Annahme, da Chlorid nur extrazellular vorhanden sei, mit 20—25% 
des Korpergewichtes. Moore® und Winkler und Mitarbb.!° fanden mit radio- 
aktivem *8C] einen Chlor-Raum von 18,9 bzw. 24,7%. Mit Inulin (Schwartz und 
Mitarbb.4, Berger und Mitarbb.” betrug der extrazellulire Raum dagegen nur 
15—17%. Das Verhaltnis des Gesamt-Thiocyanat-Raumes zum Gesamt-Chlor- 
Raum gaben Porter und Mitarbb.* mit 1,44:1 an. Der Inulin-Raum verhilt sich 
nach Berger und Mitarbb. zum Chlorid-Raum (chlorid-space) wie 1:1,5. Aus der 
Diskrepanz beider Riume geht nach Auffassung dieser Autoren hervor, daB das 
Chlor entgegen alteren Anschauungen nicht nur extrazellular vorhanden sein kann, 
sondern im Gesamtkérper auch intrazellular anzutreffen ist (z. B. Blutkérperchen 
und Nieren). 

Wahrend die eben genannten Untersuchungen nur die Berechnung des ge- 
samten extrazellularen Raumes des Kérpers zum Ziel hatten, versuchten Manery 
und Hastings die Verteilung von intra- und extrazellularem Wasser und der 
Elektrolyte am Einzelorgan zu klaren. Diese Autoren nahmen an, daB sich inner- 
halb der Muskelzellen kein Chlorid befindet, welches ausschlieBlich im Lésungs- 
raum der extrazelluliren Phase vorliegt, der nach ihren Angaben 78,1% des extra- 
zellularen Organraumes ausmacht, wahrend 21,9% von Bindegewebsproteinen 
eingenommen sind. Intrazellulires Chlorid soll nach Manery und Hastings 
nur in Blutzellen, Bindegewebe, Magenschleimhaut, Hoden und Lungen vor- 
kommen. 

Von Fischer wurden in neuerer Zeit Bestimmungen von intra- und extra- 
zellularer Elektrolytkonzentration an normalen und pathologischen Skelett- 
muskeln durchgefiihrt. Zur Berechnung der GréBe des extrazellularen Muskel- 
raumes verwandte Fischer einerseits den Chloridgehalt des Muskels und anderer- 
seits zum Vergleich Natriumthiocyanat, das er 2 Stdn. vor Tétung der Versuchs- 
tiere intraven6és einspritzte und dann im Muskel bestimmte. Entsprechend dem 
Verhiltnis des Natriumthiocyanat-Raumes zum Chlor-Raum beim Gesamtorga- 
nismus fand dieser Autor ein Verhiltnis im Muskel von 1,35:1. Das Natriumthiocy- 
anat scheint danach in gréBerem Umfang intrazellular einzudringen und ist damit 
fiir diese Untersuchungen wenig geeignet. Die Berechnung des extrazellularen 
Raumes nach dem Chloridgehalt des Muskels fiihrte Fischer einmal unter der 
Maneryschen Annahme aus, da8 nur 78,1% des extrazellularen Raumes Ionen 
enthalten und dann unter der Annahme, daB der ganze extrazellulare Raum als 
Lésungsraum fiir das Chlorid betrachtet werden kann, wie eine Reihe anderer 
Autoren annehmen!*—1!8, So kamen auch Nichols jr. und Mitarbb.!® auf Grund 


7 J.P. Peters, Body Water, Tindall & Co., London, 1935. 
8 D.C. Darrow, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 55, 13 [1944]. 
® F. Moore, Science [New York] 104, 157 [1946]. 
10 A.W. Winkler, H.E. Hoff u. P.K.Smith, Amer. J. Physiol. 124, 
478 [1938]. 
11 Schwartz u. Mitarbb., J. clin. Invest. 28, 1017 '1949 . 
2 F. Y. Berger u. Mitarbb., Amer. J. Physiol. 162, 319 [1950]. 
18 R. R. Porter u. Mitarbb., Trans. Amer. clin. climat. Assoc. 62, 237 [1950]. 
“4 J.F.Manery u. A.B. Hastings, J. biol. Chemistry 124, 359 [1938]; 
127, 657 [1939]. 
15 EK. Fischer, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 255, 1 [1952]. 
16 J. R. Elkinton u. Mitarbb., J. clin. Invest. 30, 381 [1951]. 
17 G. H. Mudge u. K. Vislocky, J. clin. Invest. 28, 482 [1949]. 
18 D. W. Seldin u. R. Tarail, J. clin. Invest. 29, 552 [1950]. 
19 §. Nichols jr. u. Mitarbb., J. clin. Invest. 32, 1299 [1953]. 
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von Gewebsanalysen an nephrektomierten Hunden zu der Auffassung, daB die 
von allen Autoren iibereinstimmend beobachtete Diskrepanz zwischen (kleinerem) 
Inulin-space und Chlorid-space durch das langsamere Einwandern des groBmole- 
kularen Inulins in das im extrazellularen Raum einbeschlossene Bindegewebe zu 
erklaren ist, wihrend der Ausgleich der Chlorid-Ionen schneller erfolgt. Der Chlorid- 
Raum entspriche somit eher dem totalen extrazelluliren Raum als der Inulin-Raum, 


Uberblickt man die angefiihrten Untersuchungen, so wird deutlich, 
daB sich weder kérpereigene Elektrolyte noch kérperfremde Substanzen 
ausschlieBlich auf die gesamte extrazellulire Phase eines Organs be- 
ziehen und diese dadurch mit vélliger Sicherheit bestimmen lassen. Fiir 
praktische experimentelle Zwecke, bei denen weniger Absolutwerte als 
der Vergleich normaler mit gestérten Elektrolytkonzentrationen im 
Vordergrund stehen, schien uns die Verwendung des Chloridverteilungs- 
raumes als extrazellularen Raum von Herz- und Skelettmuskel die 
brauchbarste Methode zu sein, die es gestattet, Stérungen der intra- 
und extrazelluliren Elektrolytverteilung aufzudecken. 


Methodik 


1. Aufarbeitung von Muskulatur und Serum: 


Zur Analyse von Kalium und Natrium in Organgeweben arbeiteten 
wir zusammen mit Miiller?® eine Extraktionsmethode aus, die gegen- 
iiber der trocknen und feuchten Veraschung den Vorzug gréBerer Ein- 
fachheit bei geringerer Fehlerbreite hat. Richtungweisend war die Tat- 
sache, daB Kalium und Natrium im denaturierten Muskelgewebe in 
diffusibler Form vorliegen, wobei ein saures Milieu die Diffusion noch 
begiinstigt 2} 22, 


Das frisch gewonnene Organgewebe wird sorgfaltig von anhaftendem 
Bindegewebe und Fett und mit Hilfe von FlieB8papier von Blutresten befreit. Ein 
Teil des Gewebes wird zur Wasserbestimmung sofort gewogen und bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Das Untersuchungsmaterial selbst (etwa 2—3g Frischge- 
webe) zerkleinert man vor dem Trocknen mechanisch und pulverisiert den ein- 
getrockneten Gewebsbrei im Morser. 100 mg getrockneten Gewebspulvers werden 
in einen 25-ml-MeBkolben eingewogen und mit 2,5 m/ 10-n.HCl 12 Stdn. stehen 
gelassen. Darauf fiillt man auf 25 m/ mit aqua bidest. auf und l4Bt weitere 6 Stdn. 
stehen, bis sich tiber dem flockigen Bodensatz eine klare, hellbraune waBrige 
Lésung abgesetzt hat, die zur flammenphotometrischen Messung benutzt wird. 
Kontrolluntersuchungen mit trockener und feuchter Veraschung bestitigten ein- 
deutig die Brauchbarkeit dieser Methode. 

Wahrend der Organextrakt 1:250 verdiinnt wird, ist fiir die flammenphoto- 
metrische Serum-Analyse von Kalium und Natrium nur eine Verdiinnung von 
1:10 mit 0,l-n.HCl erforderlich. 0,5—1,0 ml Serum geniigen fiir eine Doppel- 
bestimmung. 


20 K. Kiihns u. G. Miller, diese Z. 294, 86 [1954]. 

21 H. Rodeck u. W. Doden, Biochem. Z. 320, 405 [1950]. 

22 A. Hoérber, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 221, 478 [1929]. 
23 §. Rusznyaék, Biochem. Z. 114, 23 [1921]. 
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2. a) Flammenphotometrische Analyse von Kalium und 
Natrium im Muskelextrakt und Serum: 


Hinsichtlich der Einzelheiten der flammenphotometrischen 
Bestimmungen sei besonders im Hinblick auf die dabei méglichen 
aber vermeidbaren Fehlerquellen auf unsere ausfiihrliche Darstellung?°® 
verwiesen. Bei der geringen Natrium-Konzentration im Gewebe ist 
eine Beeinflussung der Kalium-Analyse im Flammenphotometer durch 
Natrium-Ionen nicht zu befiirchten, so daB Kalium-Eichkurven mit 
Natrium-Parameter wie bei der Serum-Analyse in der Regel nicht er- 
forderlich sind. (Calctum-Analysen lassen sich wegen der sehr geringen 
Konzentration im Gewebe nicht mit geniigender Genauigkeit durch- 
fiihren und wurden daher unterlassen.) 


2. b) Titrimetrische Chloridbestimmung im Muskel und 


Serum: 

Die Chloridbestimmung im Serum erfolgte nach Ruszny4k?*. Das vor- 
handene Chlor wird dabei mit AgNO, als AgCl ausgefallt und der UberschuB an 
AgNO, mit Ammoniumrhodanid titriert, wobei Eisenammoniumalaun als Indi- 
kator dient. Zur Chlorid-Bestimmung im Gewebe wurden nach Sundermann 
und Williams* 100 mg Organ-Trockensubstanz aufgeschlossen; anschlieBend 
wurde mit Salpetersiure im Wasserbad mit konz. Kaliumhydroxydlésung neutra- 
lisiert und die Bestimmung nach Rusznyak durchgefiihrt. 


3. Berechnung der intra- und extrazelluliren Kalium- 
und Natrium-Konzentrationen: 
An gemessenen GréBen stehen zur Verfiigung: 


Ks, Nas, Cls = K, Na, Cl im Serum in mAquiv./l : 
Knt/kg, Namt/kg. Clmt kg = K, Na, Cl im Gesamt-(Total-)Muskel in mAquiv./kg 
Trockensubstanz 
H,Omt = Muskel-Gesamtwasser in g/kg Trockensubstanz 


_ Muskelfrischgewicht minus Muskeltrockengewicht _ 1000 


-Muskeltrockengewicht 





Da sich die extrazellularen Elektrolytkonzentrationen aus den 
Serum-Konzentrationen mit Hilfe eines Donnan-Faktors berechnen 
lassen (K(Na), = K(Na)g - 0,95; Cl. = Cls - 1,04), gelten — unter An- 





nahme des Chloridverteilungsraumes = extrazellulirer Raum — fol- 
gende Beziehungen: 
1a) Extrazell. Muskelwasser pa: al Clat - 1000 
(in g/kg Trockensubst.) = Sees: ™ Gig - 108 
Intrazell. Muskelwasser 
») —“Ging/kg Trockensubst.) ‘Have = HaOmtng — HaOeirg 
Extrazell. Muskel-K(Na)-Gehalt z. ~, HOexg 
—-———_--—.--- - > - ——$—<——<— = K | = K - 0,92 © « 
(in mAquiv./kg Trockensubst.) - sili 1000 
E : -K - ° 
_ Extrazell. Muskel-K(Na)-Konz.  _ Ke = Kg -0,95 


(in mAquiv./I extrazell. Wasser) _ 


24 W. Sundermann u. P. Williams, J. biol. Chemistry 102, 279 [1933], 
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Intrazell. Muskel-K(Na)-Gehalt 

























oie =King =Katag —K 
(in mAquiv./kg Trockensubst.) 7 iste is 

EE a, SA na 
(in mAquiv./l intrazell. Wasser) H,Oi/kg 


Die mit der beschriebenen Methodik in Herz- und Skelettmusku- 
latur von normalen Hunden (10—20 kg) und ausgewachsenen mann- 
lichen Albinoratten (etwa 250g) ermittelten Wasser- und Elektrolyt- 
werte sind in Tab. 1 zusammengestellt. 


Tab. 1. Intra- und extrazellulare Wasserverteilung und Elektrolytkonzentrationen 
in Herz- und Skelettmuskulatur. 


A. Normalwerte und Streuung (c) beim Hund 


















































a 
Zahl Wasser Kalium Natrium 5 = n 
hab (g/kg Trocken- = . 3 1 n 
Organe ra subst.) intra- | extra- | $= = | intra- | extra- sai s 
Tiere zell. | zell. |@S S| zell. | zell. oss 
(n) ie Ce eae A 
intra- | extra- | (mAquiv./lFliis- = 5 | (mAquiv./ Flis-} 49/3 7 
zell. | zell. sigkeit) £¢ sigkeit) o18 fi 
0 
caikes Wierik 4 2467 762 130 4,11 29,7 9.38 146,1 14,8 
inkes Herz : —— —— —- — on 
, + 206 |+ 192 |+ 33° |+ 0,24 ]4 257 ]+ 387 ]i 46 | + 3,08 Z 
* 2446 804 119 4,11 28,1 6,49 146,1 22,6 € 
Rechtes Herz 4 — — - _ ——— —— 
+ 277 ]+ 191 |]+ 19 |+ 0,24 |+ 3,76 |+ 1,28 |4 4,6 | + 4,35 ( 
2666] 370 122 4,11 29.2] 5,78] 146,1 26,2 i 
M. vastus 4 = — ——— —- ——— | po th 
+ 112 }+ 133 J+ 2 + 0,24 |+ 2,60 1,29 [+ 4,6 + 6,41 
B. Normalwerte und Streuung (c) bei Ratten 
sitenieiiana mi 2309} 797 | 133 | 5,39| 24,7] 28,6] 141,0] 5,2 
ae + 203 |j+ 134 |4 14,4 [4 0,21 |+ 3,16 ]+ 63 |+ 1,52] + 0,13 
e 
M. gastroc- a 2516 736 181 5,41 33,5 5,88 142,9 25,0 . 
nemius ° | + 218 |+ 28,6 |+ 188 |+ 0,19 |+ 3.17 |+ 1,02 ]4 1,57] + 46 Il 
T 
s 
Zusammenfassung ( 
Es wird eine Methode zur Bestimmung intra- und extrazellularer d 
Kalium- und Natrium-Konzentrationen in Herz- und Skelettmusku- [ 
latur angegeben. Als totaler extrazellulirer Fliissigkeitsraum im Muskel v 
dient der Chloridverteilungsraum. Die Analysen von Kalium und Na- ( 
trium im Gesamtmuskel erfolgen flammenphotometrisch nach Extrak- 
tion des Gewebes. a 
Die bei Normal-Hunden und -Ratten ermittelten Elektrolytkon- I 
zentrationen sowie die Konzentrations-Quotienten von intra- gegen- ( 
iiber extrazellulérem Kalium und Natrium in Herz- und Skelettmusku- I 


latur werden mitgeteilt. 
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Enzymatische Umwandlungen von Steroiden 
IV. Mitteilung 
Umwandlungen und Abbau von C,,- und C,,-Steroiden in der Leber 
Von 
H. J. Hiibener* 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1954) 


Wir haben kiirzlich die 11-Keto-Reduktion von Cortison [44-Preg- 
nen-diol-(17.21)-trion-(3.11. 20)] und Kendalls Compound A [A4-Preg- 
nen-ol-(21)-trion-(3.11. 20)]! sowie die 20-Keto-Reduktion von Reich- 
steins Substanz S [44-Pregnen-diol-(17.21)-dion-(3.20]? beschrieben. 
Auffallenderweise unterschieden sich die enzymatischen Bedingungen 
fiir beide Umwandlungen nicht. Im folgenden untersuchten wir nun, 
ob dies auch fiir andere steroidumwandelnde Enzym-Systeme der Leber 
zutrifft. Im einzelnen wurde die enzymatische Reduktion der 17-Keto- 
Gruppe und der 44-3eon-Gruppe sowie die Oxydation der 17-Oxy-Gruppe 
(von Cy -Steroiden) untersucht und mit der 11-Keto-und 20-Keto- 
Reduktion verglichen. 


Ergebnisse 
Veranderungen der 17-Oxy-Funktion 


55 y Adrenosteron [A4-Atiocholen-trion-(3.11.17)] wurden mit den 
einzelnen Zellfraktionen der Rattenleber incubiert. Dabei zeigen sich 
im Papierchromatogramm 3 Umwandlungsprodukte mit dem typischen 
UV-Spektrum der 44-3-on-Steroide. Das am stiarksten polare ist wahr- 
scheinlich 11.17-Dioxy-adrenosteron [A4-Atiocholen-diol-(11.17)-on-(3)] 
(I), das darauf folgende 17-Oxy-adrenosteron [44-Atiocholen-ol-(17)- 
dion-(3.11)] (IIT) und das am schwachsten polare 11-Oxy-adrenosteron 
[A4-Atiocholen-ol-(11)-dion-(3.17)] (III). III zeigt, wie erwartet, ebenso 
wie Adrenosteron selbst eine stark positive m-Dinitro-benzol-Farbung 
(Tab. 5). 

Wie Tab. 1 zeigt, wandelt das Gesamthomogenat Adrenosteron 
ausschlieBlich in das 11-Oxy-(III) und das 11.17-Dioxy-Derivat (I) um. 
Im Uberstand bei 105000 g, der Protein-Fraktion, entsteht mit den 
Gesamtzuséitzen (Citronensdure, Bernsteinsiure, Ascorbinséiure und 
Mg-Ionen, jeweils 0,005-m.) und 1mg DPN ausschlieBlich in relativ 


1H. J. Hiibener u. D. Amelung, diese Z. 298, 126 [1953]. 

2 H. J. Hiibener u. J. Schmidt-Thomé, diese Z. 299 [1955], im Druck. 

* Ich danke Herrn Dr. J. G. H. Schmidt fiir seine Hilfe bei einem Teil der 
experimentellen Arbeiten. 
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groBer Menge (50%) das 17-Oxy-Derivat (II). — Ohne DPN findet die 
17-Keto-Reduktion in der Protein-Fraktion nicht statt, dagegen hat 
DPN auf die 11-Keto-Reduktion im Uberstand bei 20000 g, Mikro- 
somen und Protein-Fraktion, keinen Einflu’. 


Tab. 1. Ubersicht iiber die Umwandlung von Adrenosteron bei der Bebriitung 
mit verschiedenen Zellfraktionen der Rattenleber. Die Zahlen geben die Steroid- 
menge in y an. Die Ansatze enthielten, soweit nicht anders vermerkt, 1 mg DPN 
und die Gesamtzusiatze. Eingesetzt wurden 55 y Adrenosteron und eine Enzym- 
menge, die jeweils aus 500 mg Feuchtleber dargestellt wurde. t°-Versuch = 50 }. 





Nach dem Bebriiten gefundene Steroide 





Zellfrakti ,& 1].17- 
Zellfraktion A e 11-Oxy- | 17-Oxy- | Dioxy. le, 
32 adrenost. | adrenost. | adrenost.| gesamt 
Gesamthomogenat -- 13 10 23 
Mitochondrien 14 15 Sh 2 43 


Uberstand, 20000 g, 




















ieciaiae. mit DPN 7 13 10 12 42 
- Pros in-Frakt ohne DPN 8 13 9 13 43 
Uberstand, 105000g| mit DPN| 24 _ 23 _ 47 
Protein-Frakt. - |ohne DPN} 50 = : — 50 


Die 17-Keto-Gruppe von 44-Androsten-dion-(3.17) wird ebenfalls 
durch die Proteinfraktion in Gegenwart von DPN zur 17-Oxygruppe 
reduziert. Das Umwandlungsprodukt, Testosteron, wurde durch Misch- 
chromatographie mit authentischem Testosteron durch die typische 
UV-Absorption bei 240 mu und die negative m-Dinitro-benzol-Reaktion 
nachgewiesen. 

Testosteron wird andererseits durch das Gesamthomogenat i. Ggw. 
von DPN und den Gesamtzusitzen in 44-Androsten-dion-(3.17) um- 
gewandelt. Die Ausbeute iibersteigt jedoch nie 10°, des eingesetzten 
Steroids. — Hierbei beobachteten wir noch ein héher polares Umwand- 
lungsprodukt, jedoch in zu geringer Ausbeute (< 5°), um es identifi- 
zieren zu k6nnen. 


Uber die Abspaltung der Seitenkette 
von 17-Oxy-Corticosteroiden 


Vor kurzem berichteten wir?, daB Leberhomogenat die Seiten- 
kette von 17-Oxy-NNR-Hormonen mit *-3-on-Gruppe nicht ab- 
spaltet. Dagegen ist aus Versuchen in vivo gesichert, daB 17-Oxy- 
NNR-Hormone im Organismus leicht in 17-Keto-Steroide umgewan- 
delt werden*. — Unser Befund fand nun eine iiberraschende Erkla- 


* K. Briickel, H.J.Hiibener, G.Meyerheim u. G.Liersch, Klin. 
Wschr. 32, 21 [1954]. 

4 §. Liebermann, C. B. Hariton u. K. Dobriner, Feder. Proc. 9, 196 
[1950]; F. Del Greco, C.M.C. Masson u. A. C. Corcoran, Endocrinology 52, 
474 [1953]. 
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rung. Dorfman und Mitarbb.5 zeigten naimlich, daB die Reduktion 
der A4-3-on-Gruppe Voraussetzung fiir diese Abspaltung der Seiten- 
kette ist. Da wir mit unserer Methode nur 4?-3-on-Steroide nachge- 
wiesen haben, bestitigen wir die Befunde dieser Autoren auf einem 
anderen Weg. 


Bei etwa 70 Untersuchungen mit verschiedenen Rattenlebern beobachteten 
wir lediglich in einem Fall ein schwacher polares Umwandlungsprodukt, das nach 
seinem Rr-Wert, UV-Spektrum und der Bush-Reaktion® 4* Atiocholen.ol-(11). 
dion-(3.17) sein kénnte. — Da diese Umwandlung nur in Gegenwart von DPN 
stattfand, ist dieses Steroid wahrscheinlich kein Kunstprodukt der Aufarbeitung. 
Beachtlich scheint ferner, daB diese Umwandlung auch durch den Uberstand 
bei 20000 g vermittelt wurde und wie alle bisher von uns untersuchten Umwand- 
lungen ATP-unabhangig war. — Es ist daher nicht ausgeschlossen, daB unter 
bestimmten Voraussetzungen die C,-Seitenkette, auch ohne vorherige Reduktion 
des A-Ringes, abgespalten werden kann. 


Der Abbau der 44-3-on-Gruppe 


Um die Umwandlungen verschiedener Steroide quantitativ ver- 
gleichen zu kénnen, muBte bekannt sein, ob die eingesetzten und die 
umgewandelten Steroide ahnlich oder unterschiedlich von den Leber- 
enzymen abgebaut werden. 

Als Abbau bezeichnen wir alle Umwandlungen eines Stercids zu Verbin- 
dungen, die mit unserer Methode nicht mehr nachweisbar sind. Diese Verande- 
rungen kénnen sowohl durch Reduktion der 4‘-3-on-Gruppe, wie durch Um- 
wandlungen zu wesentlich starker polaren Verbindungen als Compound F [4¢- 
Pregnen-triol-(11.17.21)-dion-(3.20)] oder schwacher polaren Steroiden als Proge- 
steron [A4-Pregnen-dion-(3.20)] verursacht sein. 

Da alle untersuchten Steroide (Kendalls Compound E, F und B, 
Reichsteins Substanz Q und §, 11-Keto-Progesteron, Progesteron, 
Adrenosteron sowie Testosteron) nach dieser Defination etwa gleich 
stark abgebaut werden (im Durchschnitt 35°), greift der Abbau wahr- 
scheinlich an der allen diesen Steroiden gemeinsamen 44-3-on-Gruppe 
an. — Die Ansitze enthielten 500 mg der gleichen Feuchtleber in 4 com 
Phosphat-Puffer und wurden 3 Stdn. bei 38° C bebriitet. — DPN (1 mg) 
und die Gesamtzusitze (Citronensiure, Bernsteinséure, Ascorbinsiure 
und Magnesiumsulfat, jeweils 0,005-m.) erhdhen den Abbau auf 57%. 
Die 11-Desoxy-Steroide werden mit den Zusiatzen etwas stiirker ab- 
gebaut als die 11-Oxy-Analoga. Diese Beobachtung ist jedoch statistisch 
nicht signifikant. — Der Abbau ist der eingesetzten Enzymmenge bis 
500 mg Feuchtleber etwa proportional. Im Durchschnitt werden 0,1 -- 
0,05 y Steroid/mg Feuchtleber reduziert. 

In einem anderen Versuch wurde Substanz 8 [44-Pregnen-diol- 
(17.21)-dion-(3.20)] mit 400 mg Rattenleber bebriitet. Im Mittel werden 
dabei 23° des Steroids abgebaut, 2 mg DPN erhéhen den Abbau auf 


5 R. I. Dorfman, K. Savard u. S. Burstein, XIX. International Physio- 
logical Kongress, Montreal, Sept. (1953), S. 315. 
6 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 
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44%, DPN und die Gesamtzusiatze auf 67°,,. Die Gesamtzusitze haben 

daher in Gegenwart von DPN einen férdernden EinfluB auf den Abbau. 
Der Einflu8 des DPN auf den Abbau wurde an Compound F ge- 

priift (Tab. 2). - 

Tab. 2. Der Abbau von Comp. F nach Zugabe von DPN. Die Zahlen geben Comp.F 


in y an. Die Differenzen (4) wurden auf den entsprechenden Ansatz ohne DPN 
bezogen. Es wurde jeweils eine Enzymmenge, die 500 mg Feucht-Leber entspricht, 








eingesetzt. 
Gesamt- Uber- P 
Menge DPN homo- | 4 stand A Sina A 7 fe hat. 
genat 20000 g raktion uifer 
_ 29 41 45 47 
1 mg 24 ap 36 5 
5 mg 13 —16 29 12 33 —12 46 























DPN foérdert den Abbau in allen Zellfraktionen fast gleich. Da in allen 
Ansatzen die Protein-Fraktion enthalten ist, wird dieser zusitzliche 
Abbau wahrscheinlich durch die Protein-Fraktion vermittelt. Ohne 
Enzym wird Compound F durch DPN unter sonst gleichen Bedingungen 
nicht reduziert. —- Auffallend ist der relativ hohe Abbau durch das Ge- 
samthomogenat ohne DPN. Dieser ist DPN-unabhingig und beruht 
wahrscheinlich auf einem anderen Prinzip. 

Die Mitochondrien verhalten sich nicht einheitlich. Ihre Aktivitit 
k6énnte durch Verunreinigung mit der Protein-Fraktion verursacht sein. 


Uber die Umwandlung von 45-3-on-Steroiden 
in A4-3-on-Steroide 
Aus A®-Progesteron’ entstanden in friiheren Untersuchungen! 
durch NN-Homogenate die gleichen Umwandlungsprodukte wie aus 
A*-Progesteron: 


Comp. F Comp. F 
Progesteron “Comp. B und_ 4A}-Progesteron —+>Comp. B 
‘Sbst. S ‘Sbst. S 


Wir vermuteten daher, daB in der Nebenniere (NN) ein Enzym ent- 
halten ist, das die Doppelbindung von A® nach A* umklappen 1aBt. In- 
zwischen wurde jedoch mitgeteilt, daB fiir diese Reaktion kein NN-En- 
zym notwendig sei, sondern die Doppelbindung schon in Pufferlésung 
(px 7,4) in Gegenwart von DPN umklappe®. Wir haben das nachge- 
priift und unter unseren Bedingungen nicht beobachtet. 


7 A, Butenandt u. J. Schmidt-Thomé, Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 882 
[1936]. 

8 L.T. Samuels: Vortrag in Marburg, Juni 1954, Diskussionsleiter: Prof. 
Dr. A. Butenandt. 
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Eingesetzt wurden 200 y A5-Progesteron in 4 ccm Phosphatpuffer (0,15-m. ; 
pix 7,3) mit und ohne 8 mg DPN. Auch der Uberstand bei 20000 g von Leberhomo- 
genaten (Mikrosomen und Protein-Fraktion) war inaktiv. Die Erfassungsgrenze 
betrug etwa 5 y bis 10 y. Als Lésungsmittel diente Ligroin/Propylenglykol ®, 
ascendierend. In diesem System kann Progesteron unter der Lésungsmittelfront 
durch UV-Kontaktphotographie nachgewiesen werden. 5-Progesteron absor- 
biert dagegen kein UV-Licht. — Ferner dienten zum Nachweis noch einige Farb- 
reaktionen (Tab. 5). 


Die 11-Keto-Reduktion verschiedener Substrate 


Wir haben gepriift, ob verschiedene 11-Keto-Steroide (Compound E 
[A4-Pregnen-diol-(17.21)-trion-(3.11.20)] und Compound A [4‘-Preg- 
nen-ol-(21)-trion-(3.11.20)] sowie 11-Keto-progesteron und Adrenosteron) 
qualitativ und quantitativ gleich oder unterschiedlich an der 11-Keto- 
gruppe reduziert werden. 


Tab. 3. Die Reduktion der 11-Ketogruppe verschiedener Steroide. Die Steroide 
wurden 2 Stdn. mit dem Uberstand von 20000 g (Mikrosomen und Protein-Frak- 
tion) aus 250 mg Feuchtleber bei 38° C bebriitet. Die Zahlen bedeuten y Steroid. 








Eingesetztes Compound E|Compound A | 11-Keto-prog. | Adrenosteron 
Steroid 100 | 200 | 50 | 100 100 100 | 200 
11-Oxy-Derivat 12 14 15 ll 12 14* 12* 
wieder- 
gefundenes 78 | 180 31 85 83 82 | 178 
11-Keto-Steroid 














* Es entstanden gleichzeitig etwa 2 y 11.17-Dioxy-adrenosteron, die zum 11-Oxy-adrenosteron 
addiert wurden. 


Aus Tab. 3 ersieht man, daB die 11-Ketogruppe aller Steroide unabhin- 
gig von der eingesetzten Steroidmenge gleich reduziert wird. Es kann 
jedoch nicht ausgeschlossen werden, da8 sich bei kiirzeren Bebriitungs- 
zeiten und anderem Enzym-Substrat-Verhaltnis quantitative Unter- 
schiede ergeben. 

Wichtig erscheint uns, daB sich die aktiven NNR-Hormone hierin nicht von 
den anderen z. B. im Glykogenspeicherungstest inaktiven 11-Keto-Steroiden unter- 
scheiden. Die 11-Keto-Reduktion ist also nicht fiir die aktiven NNR-Hormone 
spezifisch. Sie ist daher wahrscheinlich auch nicht fiir die Wirkung dieser Hormone 
verantwortlich. — Wir méchten an dieser Stelle daran erinnern, daB wir bei der 
20-Keto-Reduktion andere Verhiltnisse fanden. Hier wurde Reichsteins Sub- 
stanz § vor allen anderen 20-Keto-Steroiden bevorzugt?. 

Die Ratten-Niere kann dagegen Compound E nicht in Compound F 
umwandeln!®, Diese Reduktion des Cortisons gelingt ebenfalls nicht mit 
Ratten-Gehirn oder -Blut, auch nicht in Gegenwart der erwihnten ak- 
tivierenden Zusitze. 





® K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
10 PD. Amelung, H. J. Hiibener, L. Rokau. G. Meyerheim, Klin. Wschr. 
31, 386 [1953]. 
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Diskussion 
Tab. 4. Verteilung der Fermentsysteme in der Leberzelle. 
. 11-Keto- | 20-Keto- A4-3-on- 17-Keto- | 178-Oxy- 
talitrektion Reduktion | Reduktion |} Reduktion | Reduktion | Oxydation 
- ee es +4 ++ 
homogenat - = se 
Kerne und 
Zelireste (+) (+) 
Mitochondrien (+) -- (+) (+) 
oa +44 +e +* +* +* 
Cytoplasma, 
Uberstand bei = = ——* a ee 4-* 
105000 g 
Gewaschene** = a 
Mikrosomen 
Gewaschene 
Mikrosomen + + 
und Cytoplasma 
Zeichenerklirung: + Aktivitit; — keine Aktivitaét; () mitunter geringe, hiufig keine Aktivitit ; 


*in Gegenwart von DPN. ** Durch Ultrafiltration aus dem Uberstand bei 20000 g dargestellt. 

Wie Tab. 4 zeigt, wird die 11- und 20-Ketogruppe im Gegensatz zu 
den anderen dort angefiihrten Umwandlungen, nur in Gegenwart ak- 
tiver Mikrosomen und ohne DPN reduziert. — Dagegen ist DPN bzw. 
DPNH fiir die vom Cytoplasma vermittelten Umwandlungen notwendig. 


Unsere Untersuchungen iiber die Veranderungen der 17-Oxy- 
Funktion stehen im Einklang mit den Angaben von Samuels und 
Mitarb." und Kochakian und Mitarb.’2. — Die Ergebnisse der 
Reduktion der A4-3-on-Gruppe entsprechen etwa denen von Schneider 
und Mitarb. an Leberschnitten; jedoch fanden wir keine vermehrte 
Reduktion der 11-Oxy-Steroide gegeniiber den 11-Desoxy-Steroiden. — 
Dieser Befund der genannten Autoren kénnte durch die bessere Lés- 
lichkeit der 11-Oxy-Steroide vorgetiiuscht sein. Sie verwendeten eine 
10mal héhere Substrat-Konzentration als wir. — Bei Leberdurchstro- 
mungsversuchen fanden Hechter und Mitarbb.'* ebenfalls keinen héhe- 
ren Abbau der 11-Oxy-Steroide. 

Js ist auffallend, daB nur die Ratten-Leber, nicht dagegen Muskel, 
Milz, Niere, Gehirn oder Blut der Ratte die 11-Ketogruppe zu redu- 
zieren vermag. — Markiertes Cortison wird kurz nach der i. v.-Injek- 
tion (3 bis 8 Min.) vom Organismus in relativ gréBter Menge in der Leber 





u LT. Samuels u. R. Lumry, J. biol. Chemistry 185, 75 [1950]. 

2 ©, D. Kochakian u. D.M. Nall, J. biol. Chemistry 204, 91 [1953]. 

13 J. J. Schneider u. P. M. Horstman, J. biol. Chemistry 191, 327 [1952]. 
144 OQ, Hechter, M. M. Solomon u. E. Caspi, Endocrinology 538, 202 [1953]. 
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angereichert!5. Neben den endocrinen Driisen diirfte die Leber das Organ 
mit dem héchsten Steroid-Hormongehalt sein. — Es iiberrascht daher 
nicht, daB gerade die Leber diese Steroide enzymatisch umwandeln kann. 


Methodik 


Zu diesen Untersuchungen wurden nur mannliche Rattenlebern verwandt. 
Im iibrigen wurde, wie bereits mitgeteilt, verfahren})!®, Alle Zusitze wurden in 
Phosphat-Puffer gelést (py 7,3) und soweit notwendig mit n-NaOH oder n-HCl 
auf dieses py eingestellt. 

Die direkte Extraktion mit Chloroform wurde beibehalten. Das Chloro- 
form (DAB 6) wurde jeweils vor dem Gebrauch mit Wasser gewaschen und zwei- 
mal destilliert. AnschlieBend wurde 1% Athanol zugesetzt, damit kein Phosgen 
entstand. Einige Ansaétze wurden spater mit gleichem Erfolg mit Methylenchlorid 
extrahiert. Es hat den Vorteil, sich nicht in Phosgen zu zersetzen, und ist billiger 
als Chloroform, neigt jedoch etwas mehr zur Emulsionsbildung. 

Als Lésungsmittelsystem wurde Toluol/Propylenglykol!’ und Ligroin/ 
Propylenglykol® beibehalten. Diese Systeme zeigten bei einfacher Anordnung 
die gréBte Trennscharfe und die am besten reproduzierbaren Ergebnisse — ohne 
Thermostaten und vorhergehende Sattigung der Atmosphare im Chromatographie- 
Kasten mit dem Lésungsmitteldampf. — Wir versuchten, die SteighGhe von Comp. E 


Tab. 5. Farbreaktionen der untersuchten Steroide. 
Die Reaktionen wurden im Papier durchgefiihrt. Das UV-Spektrum wurde 
vom Papiereluat (Athanol) aufgenommen, nachdem das Steroid durch Kontakt- 
photographie im Papier nachgewiesen war. Als Vergleich diente ein Athanol- 
Eluat eines gleich behandelten Papiers ohne Steroid. Das m-Dinitro-benzol wurde 
in Athanol gelést (1—2-proz.) und mit dem gleichen Volumen 2-n.NaOH versetzt. 
Das Papier wurde mit dieser Lésung getrankt. 
schw. = schwache-, int. = intensive Farbe. 


























Steroid a Bene Room Uy: 
Tros [im Sicht-| im uy | Ne0H® | penzope | Spek- 
Adrenosteron a a ran Lee ye : 
“amt iets es ~ ~~ a a sca v 
aoe) ~ | - fae | eet | + 
warmest) | ve fot ee | S| 4 
Progesteron — _ gelb, ofeach ns ee 
A’-Progesteron —_— blau — Se a 
- 00a L. Bradlow, K. Dobriner u. T. F. Gallagher, Endocrinology 54, 


16 D. Amelung, H. J. Hiibener u. L. Roka, diese Z. 294, 36 [1953]. 

W A, Zaffaroni, R. B. Burton u. E. H. Keutmann, Science [New York] 
111, 6 [1950]. 

18 H. Hoffmann u. Hj. Staudinger, Naturwissenschaften 38, 213 [1951]. 

19 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 2279 [1951]. 

20 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935]; 245, 47 [1936]. 
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und Comp.F bei der ascendierenden Chromatographie durch Zugabe von stei- 
genden Mengen Methanol zum Toluol zu vergriBern. Dies erwies sich jedoch nicht 
als zweckmaBig, da die Steroide zwar im Papier héher stiegen, jedoch nicht mehr 
ausreichend voneinander getrennt waren. — Auch Untersuchungen mit Silicon- 
papier (hy 2043b, Schleicher & Schill) im Lésungsmittelsystem Wasser 
(mobile Phase)/Butanol (stationire Phase) bei Raumtemperatur zeigten schlechte 
Trennung ahnlich polarer Steroide, z. B. Comp.E und Comp.F. Sehr unterschied- 
lich polare Steroide konnten dagegen in einem Lauf getrennt werden, z. B. Pro- 
gesteron und Comp.F. Die Reproduzierbarkeit der Ry-Werte war jedoch schlecht. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir eine Sachbei- 
hilfe zu groBem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Die Reduktion der 17-Keto-Gruppe des Adrenosterons und des 
A*-Androsten-dions-(3.17) sowie die Oxydation der 17-Oxy-Gruppe des 
Testosterons wird durch die Proteinfraktion der Rattenleber in Gegen- 
wart von DPN vermittelt. Das Gleichgewicht ist zum Steroidalkohol 
hin verschoben. 

Die C,-Seitenkette der 17-Oxy-Nebennierenrinden-Hormone mit 
A+-3-on-Gruppe wird auch nach Zugabe verschiedener Zusitze durch 
Leberhomogenat nicht abgespalten, solange die 4A*-3-on-Gruppe er- 
halten ist. 

Die Reduktion der 44-3-on-Gruppe wurde an 9 verschiedenen Ste- 
roiden untersucht. Die Steroide unterscheiden sich nicht signifikant. 
Die Reduktion wird durch die Protein-Fraktion in Gegenwart von 
DPN vermittelt. 

A®-Progesteron wurde durch Rattenleberenzyme nicht in Pro- 
gesteron umgewandelt. 

Die 11-Keto-Reduktion gelingt in Gegenwart aktiver Mikrosomen 
und der Proteinfraktion bei Kendalls Compound E und A sowie bei 
11-Keto-progesteron und Adrenosteron. In mitochondrienfreien An- 
sitzen sind die Umwandlungsraten DPN-unabhingig. 


Berichtigung 
Band 298, 1954, Heft 1—2, S. 91, Zeile 25 v. o. lies: 


» [a] = + 110“ statt »» [w]e = + 10 


und Zeile 28 v. o.: 


»(ak=—11 state —,, [a2 = — 10, 








